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Los neutrófi los son células que se caracterizan por su potencial citotóxico y 
constituyen la primera línea de defensa del sistema inmune innato. Una ele-
vada tasa de producción diaria y su corta vida media, plantean la necesidad de 
eliminar estas células correctamente y así evitar potenciales efectos adversos 
en el organismo. 
La eliminación de células apoptóticas o en proceso de muerte genera señales 
necesarias para mantener la homeostasis del organismo. En este trabajo he-
mos explorado la respuesta fi siológica que se genera como consecuencia de la 
eliminación de neutrófi los. Nuestros resultados han revelado que la elimina-
ción de neutrófi los en médula ósea es fundamental para la modulación de la 
actividad del nicho hematopoyético. 
Mediante citometría de fl ujo, hemos identifi cado una población de neutró-
fi los que envejecen en circulación y que se discriminan por la expresión de 
los marcadores Ly6G+CXCR4HI CD62LLO. Esta población infi ltra la médula 
ósea y es eliminada diariamente por macrófagos al fi nal del periodo de des-
canso de los ratones. La eliminación de neutrófi los envejecidos y la activación 
de señales LXR sincronizada, tiene como consecuencia una reducción en el 
número de células y en la quimioquina CXCL12 lo cual determina la movili-
zación diaria de progenitores hematopoyéticos a la circulación.
Este trabajo muestra además que la eliminación homeostática de neutrófi los 
ocurre de manera virtualmente ubicua en el organismo. Hemos observado 
que la eliminación de neutrófi los circulantes en otros órganos diferentes de la 
médula ósea, permite la modulación remota del nicho hematopoyético. En 
concreto, nuestro trabajo sugiere que la eliminación de neutrófi los en piel e 
intestino regula los niveles de progenitores en sangre. Por tanto, la elimina-
ción en tejidos periféricos de los neutrófi los constituye otro nivel de control 
en la homeostasis del nicho hematopoyético.
En resumen, nuestros resultados revelan que la eliminación de neutrófi los 
en condiciones homeostáticas o de infl amación regula la actividad del nicho 
hematopoyético localmente en médula ósea o mediante señales remotas. 
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HOMEOSTASIS DE NEUTRÓFILOS
1.Sistema inmune e inmunidad innata
Los organismos a lo largo de la evolución han desarrollado barreras físicas 
o químicas para defenderse del ataque de agentes externos. Junto a estas ba-
rreras animales vertebrados e invertebrados han adquirido un segundo nivel 
de complejidad para la protección del organismo, desarrollando un sistema 
inmune que bien se adapta a antígenos específi cos (inmunidad adaptativa) 
o responde a patrones de organismos extraños de manera innata. El sistema 
inmune innato se encarga del reconocimiento primario y la defensa contra 
patógenos. La inmunidad innata y sus mecanismos de acción están muy con-
servados evolutivamente (1). Sólo los animales vertebrados poseen un tercer 
nivel de complejidad inmune, el sistema inmune adaptativo (2). En organis-
mos complejos, el sistema inmune innato y adaptativo se comunican entre 
sí modulando sus respuestas: el sistema innato constituye la primera línea de 
defensa y su activación es necesaria para el inicio de una respuesta inmune 
adaptativa.
La inmunidad innata evolucionó para combatir patógenos mediante una res-
puesta no específi ca. Por su parte, la inmunidad adaptativa es la responsable 
de la generación de anticuerpos específi cos contra agentes infecciosos o sus 
productos. La inmunidad adaptativa genera una respuesta que desarrolla me-
moria inmunológica lo que permite recordar el patógeno ante una segunda 
infección y así generar una respuesta más efectiva. La respuesta inmune in-
nata requiere de muy poco tiempo (minutos a horas) para responder ante un 
patógeno, mientras que la adaptativa requiere días (3). En el caso del sistema 
inmune innato, el reconocimiento del patógeno se realiza a través de recepto-
res PRR (del inglés, pattern recognition receptors) (4). 
Las células efectoras del sistema inmune innato incluyen células dendríticas, 
mastocitos y eosinófi los, células natural killer, monocitos, macrófagos y neu-
trófi los, así como ciertos tipos de linfocitos (5). Los monocitos, los macrófa-
gos y los neutrófi los constituyen la primera barrera contra microorganismos y 
son esenciales para el control de infecciones ocasionadas por bacterias y otros 
microorganismos. Los monocitos clásicos o infl amatorios (identifi cados por 
la expresión elevada del receptor Ly6C, Ly6CHI), son reclutados desde la san-
gre rápidamente a los sitios donde detectan daño y mediante un programa 
de diferenciación específi co dan origen a macrófagos residentes en tejido. Por 
su parte, los monocitos patrolling (Ly6CLO) tienen una función defensiva y 
escanean el endotelio en busca de patógenos o daño vascular (6). 
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Los macrófagos son células fagocíticas que desempeñan importantes funcio-
nes durante el desarrollo embrionario, el mantenimiento de la homeostasis de 
tejidos y la resolución de la infl amación. La heterogeneidad de estas células en 
el organismo responde al alto grado de especialización de las funciones que 
desempeñan en cada órgano (7, 8). Así, los macrófagos se encargan de la eli-
minación de células apoptóticas contribuyendo a la reparación del tejido y la 
recuperación de su homeostasis (9); eliminan núcleos de eritrocitos en médula 
ósea e hígado (10) y contribuyen al reciclaje de los niveles de hierro en el or-
ganismo mediante la fagocitosis de eritrocitos senescentes en la pulpa roja del 
bazo (11); otras poblaciones como los osteoclastos o macrófagos presentes en 
hueso permiten la degradación del mismo (12) y los macrófagos presentes en el 
tejido adiposo, regulan los niveles de insulina y el contenido de lípidos en este 
tejido (13). 
Los neutrófi los o leucocitos polimorfonucleares, son la primera línea de de-
fensa del sistema inmune innato y se encargan de la eliminación de patógenos 
mediante una respuesta que se caracteriza por su rapidez y efectividad. Histó-
ricamente el estudio de la función de estas células ha resultado difícil por dos 
motivos principales: una vida media reducida en circulación (en torno a 6-12 
horas en comparación con la de linfocitos, de semanas a años) y por su extrema 
sensibilidad que difi culta su aislamiento, ya que son fácilmente activados y se 
alteran sus propiedades in vivo. Sin embargo, en los últimos años la aparición 
o mejora de nuevos modelos genéticos y de técnicas poco invasivas como la 
microscopía intravital, han permitido estudiar el comportamiento dinámico de 
estas células in vivo en un entorno no manipulado (14). 
Los neutrófi los constituyen aproximadamente el 10% de leucocitos de la sangre 
de ratones, mientras que en humanos este número se eleva al 50-70% (15). En 
respuesta a daño, los neutrófi los migran rápidamente a los focos de infl amación 
o infección, donde destruyen patógenos mediante diversos mecanismos: la se-
creción de enzimas proteolíticas contenidas en sus gránulos y la producción de 
especies reactivas de oxígeno, y a través de la producción de estructuras de DNA 
denominadas NETs (neutrophil extracelular traps) o bien por fagocitosis directa. 
La naturaleza destructiva de los neutrófi los demanda un control muy riguroso 
de los niveles de producción de estas células (o granulopoiesis) en médula ósea, 
así como de su distribución en los distintos compartimentos y de su elimina-
ción. El 30% de los células presentes en la médula ósea son neutrófi los y este 
órgano representa el reservorio principal en el organismo. La médula ósea inte-
gra señales locales y/o periféricas que determinan la distribución de neutrófi los 
en el organismo en función de las necesidades de cada momento. 
99 Introducción
1.1 Homeostasis e infl amación
Los mecanismos que controlan el mantenimiento de la estabilidad interna 
u homeostasis, aseguran que parámetros fundamentales como los niveles de 
glucosa o la concentración de oxígeno se mantengan dentro de un rango que 
es aceptable para el organismo. Alteraciones en este equilibrio, resultan en 
una adaptación transitoria o completa a las nuevas condiciones. En este senti-
do, es importante entender el sistema inmune como un mediador esencial en 
la homeostasis del organismo. 
La respuesta infl amatoria es una proceso transitorio que intenta restaurar la 
condición fi siológica previa después de un daño (16). Cuando este mecanismo 
falla, se desarrollan enfermedades infl amatorias crónicas como por ejemplo la 
aterosclerosis, la obesidad o el cáncer. Para neutralizar el daño infl amatorio, 
el sistema inmune innato ha desarrollado un programa de resolución de la 
infl amación que minimiza la amplitud de la respuesta (17). Sin embargo, no 
todas las respuestas infl amatorias son de la misma magnitud. Existen respues-
tas infl amatorias basales que son resueltas sin generar variaciones evidentes 
y por este motivo, los mecanismos que operan en ellas se desconocen. Estas 
respuestas forman parte de los procesos biológicos normales y no alteran la 
homeostasis del organismo. Únicamente en condiciones extremas se desenca-
dena una respuesta a estrés, que es lo que conocemos como infl amación (18).
La respuesta infl amatoria se inicia cuando el parénquima tisular, el endo-
telio y los macrófagos residentes en tejido detectan la presencia de un pa-
tógeno o de daño tisular. Mediante la secreción orquestada de citoquinas y 
quimioquinas, los neutrófi los son reclutados al tejido diana (19). Una vez 
en él, los neutrófi los amplifi can las señales infl amatorias secretando a su vez 
más citoquinas que atraen a monocitos. Durante la respuesta infl amatoria los 
neutrófi los expulsan el contenido tóxico de sus gránulos (enzimas proteolíti-
cas como proteínasa 3, catepsina G, elastasa y especies reactivas de oxígeno 
o ROS), lo que permite una primera defensa contra los agentes invasores. 
La acción de estas moléculas es un arma de doble fi lo, ya que por un lado 
reducen o eliminan al patógeno, pero por otro generan un ambiente tóxico 
pudiendo desencadenar un daño en el tejido aún mayor que el iniciado por 
el patógeno. En condiciones normales una vez terminada su acción en el foco 
infl amatorio, los neutrófi los mueren por apoptosis y los macrófagos se encar-
gan de eliminarlos en un proceso denominado eferocitosis (del latín eff erre, 
enterrar). Durante este proceso los neutrófi los promueven su propia elimi-
nación mediante la generación de señales de búsqueda (fi nd-me) e ingestión 
(eat–me). Las señales fi nd me permiten que los macrófagos encuentren a los 
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neutrófi los mediante el establecimiento de gradientes de lisofosfatidilcolina 
(LPC), esfi ngosina 1-fosfato (SP1), fractalquina (CX3CL1) y los nucleótidos 
ATP y UTP (9). Por su parte, las señales eat me permiten la identifi cación 
e inicio de fagocitosis del neutrófi lo apoptótico, siendo la fosfatidilserina la 
señal eat me mejor caracterizada. Su localización en la membrana externa de 
células apoptóticas es reconocida directa o indirectamente -a través de molé-
culas puente como MFGE8, GAS6 o proteína S- por receptores de macró-
fagos como TIM4, BA11, estabilina-2 o receptores TAM (Tyro3/Axl/Mer) 
(20). En paralelo a esta eliminación, los neutrófi los que mueren por apoptosis 
secretan mediadores que inhiben el reclutamiento de más neutrófi los, contri-
buyendo así al proceso de resolución de la infl amación (17).
La primera observación de la eliminación de neutrófi los por macrófagos fue 
realizada por Elie Metchnikoff  (21), ya entonces apoyando la hipótesis de que 
la eliminación de neutrófi los o clearance favorece la resolución de la infl ama-
ción. Actualmente se acepta que esta eliminación promueve la conversión 
del fenotipo secretor de macrófagos de infl amatorio a uno anti-infl amato-
rio, durante el cual se secretan citoquinas como IL-10 y TGFβ(22) y lípidos 
antiinfl amatorios que actúan como freno de la respuesta inmune (17). Este 
mecanismo es un requisito fundamental para la fi nalización del proceso infl a-
matorio y la recuperación de la funcionalidad del tejido. Múltiples patologías 
infl amatorias subyacen a defi ciencias en la eliminación de células necróticas 
(23).
2.Neutrófi los. Granulopoiesis y regulación de la producción 
de neutrófi los. 
 Los neutrófi los son los leucocitos mieloides más abundantes, produ-
ciéndose de forma constante en médula ósea. En condiciones homeostáticas 
su diferenciación a partir de precursores mieloides comunes (CMP) tiene una 
duración aproximada entre 2-3 días y se ha completado antes de abandonar 
este órgano. Aproximadamente, 107 neutrófi los se producen diariamente en 
ratones a través de sucesivas rondas de diferenciación (Esquema 1). En hu-
manos y tras la diferenciación, los neutrófi los permanecen en médula ósea 
durante 4-6 días antes de entrar en la circulación sanguínea. Se estima que 
el 90% de neutrófi los residen en la médula ósea, mientras que sólo el 1-2% 
se encuentra en el torrente sanguíneo en condiciones basales (24, 25). Me-
canismos de control específi cos en el tráfi co de neutrófi los a sangre, en la 
distribución de estas células en tejidos y por último, en la tasa de eliminación 
de los mismos, modulan la producción neta en médula ósea de neutrófi los. 
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La hematopoiesis y la diferenciación terminal de neutrófi los maduros engloba 
procesos complejos que están controlados a nivel transcripcional, así como 
por factores de crecimiento, citoquinas e incluso otros sistemas reguladores, 
como el sistema nervioso autónomo.
2.1 Granulopoiesis en condiciones basales
El sistema hematopoyético está organizado en una estructura piramidal 
donde las células madre hematopoyéticas (hematopoietic stem cells; en ade-
lante HSC) ocupan la posición más alta de la jerarquía (Esquema 1). Todas las 
células del sistema hematopoyético se generan a partir de HSC, las cuales resi-
den en entornos específi cos o nichos hematopoyéticos en la médula ósea. La 
frecuencia de HSC es extremadamente reducida y se estima que el 0,001% de 
las células nucleadas de médula ósea tiene capacidad stem o de regeneración 
del tejido hematopoyético a largo plazo (26). La organización jerárquica del 
sistema hematopoyético permite la amplifi cación a gran escala de cualquier 
respuesta controlada por el sistema inmune en el organismo, favoreciendo la 
diferenciación de un progenitor y/o linaje más adecuado en cada momento. 
En homeostasis la mayoría de HSC son quiescentes (27) sin embargo, su 
activación por estrés puede inducir la movilización o la entrada en ciclo y 
diferenciación a linajes específi cos (28-30). La división de HSC es asimétrica 
????????????????
????????????
Esquema 1: Diferenciación de HSPC a neutrófi los. El esquema muestra la estructura piramidal de diferenciación de HSC a 
neutrófi lo en médula ósea. En gris aparecen células madre y progenitores indiferenciados (LT-HSC, ST-HSC y MPP), junto a 
progenitores con potencial comprometido hacia diversos linajes (CLP, CMP, MEP y CDP). En granate, se destacan progenitores 
mieloides (GMP, granulocyte-macrophage progenitors), precursores granulocíticos y neutrófi los maduros. HSC (hematopoietic 
stem cells; ST short-term y LT long-term), HPC (hematopoietic progenitor cells), MPP (multipotent progenitors), CLP (common 
lymphoid progenitors), CMP (common myeloid progenitors), MEP (megakaryocyte-erythrocyte progenitors), CDP (common 
dendritic progenitors). Las fechas discontinuas indican capacidad proliferativa.
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y resulta en la aparición de una célula HSC hija con capacidad de auto-re-
generación y otra que puede diferenciarse en precursores hematopoyéticos 
multipotentes, cuya potencial de diferenciación es más restringido. Estos pro-
genitores hematopoyéticos (hematopoietic progenitor cells, HPC en adelante) 
carecen de capacidad de auto-regeneración y se diferencian en último término 
a los distintos linajes hematopoyéticos (eritrocitos, leucocitos y plaquetas). 
De ahora en adelante utilizaré el término HSPC para referirme globalmente 
al conjunto de células madre y progenitores hematopoyéticos (hematopoietic 
stem and progenitor cells). 
Las HSPC pueden ser discriminadas de al menos dos maneras, inmuno-feno-
típicamente por la ausencia de determinados marcadores de linajes hemato-
poyéticos diferenciados; o funcionalmente, por su habilidad para reconstituir 
el sistema hematopoyético de animales letalmente irradiados. La población 
comúnmente llamada LSK (por presentar un perfi l de expresión de marca-
dores linajeNEGSca1+c-Kit1+) identifi ca por citometría de fl ujo una población 
heterogénea con distinta capacidad reconstitutiva que incluye precursores 
multipotentes MPP (multipotent progenitors); totipotentes pero con auto-
rrenovación limitada (ST-HSC; short-term hematopoietic stem cells), y to-
tipotentes y autorrenovables que son las células madres hematopoyéticas ge-
nuinas (LT-HSC; long-term hematopoietic stem cells) (Esquema 1). Mediante 
la expresión de ciertos receptores, como por ejemplo CD48 y CD150 cono-
cidos como marcadores SLAM (Signaling Lymphocyte Activation Molecules), 
se pueden discriminar estas poblaciones entre sí. Los MPP son por defi nición 
multipotentes pero tienen una limitada capacidad de renovación. Este es el 
caso también de las ST-HSC que reconstituyen sin embargo todos los linajes 
transitoriamente y se identifi can como LSK CD48NEGCD150NEG (26). Las 
células LT-HSC, son las que poseen el potencial ilimitado en ensayos de re-
constitución y se discriminan como LSK CD48NEGCD150+. 
Los progenitores multipotentes o MPP se encuentran en la jerarquía que si-
gue a las HSC e incluyen progenitores linfoides (CLP), eritroides (MEP) y 
mieloides (GMP). Los progenitores mieloides originan precursores granulo-
cíticos y monocíticos, mediante el control específi co por la familia de factores 
de transcripción C/EBP. C/EBP-α es fundamental para la aparición de neu-
trófi los ya que controla la expresión de genes implicados en su diferenciación, 
como el receptor de G-CSF (31). Los GMP originan mieloblastos, promie-
locitos y mielocitos, todos ellos con capacidad proliferativa y división simé-
trica, y constituyen el conjunto de precursores mitóticos de neutrófi los. Los 
mielocitos se diferencian posteriormente en metamielocitos, estos últimos sin 
capacidad proliferativa. Los metamielocitos originan células bandeadas con-
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sideradas células granulocíticas inmaduras y fi nalmente, son estas las que dan 
lugar a neutrófi los maduros (32). La aparición de los gránulos citotóxicos 
característicos de los leucocitos polimorfonucleares se produce en esta etapa. 
En los promielocitos aparecen los gránulos primarios o azurofílicos, en los 
mielocitos los gránulos secundarios y fi nalmente, los gránulos terciarios están 
presentes desde las células bandeadas hasta la diferenciación terminal de neu-
trófi los (Esquema 1). 
La maduración de neutrófi los en médula ósea tiene una duración de 2,3 días 
en ratones y está estrictamente controlado por la demanda de neutrófi los y 
por la disponibilidad de almacenamiento de estas células en el organismo 
(33). Una vez en circulación, los neutrófi los sufren alteraciones en su feno-
tipo asociados también a un proceso de maduración, como por ejemplo la 
adquisición de un núcleo hipersegmentado. El núcleo de los neutrófi los en 
médula ósea posee una morfología circular y la maduración progresiva de 
estas células en el torrente sanguíneo induce una transición hacia una morfo-
logía multilobulada, con 3-5 lóbulos por núcleo (34). 
Existen pues cambios asociados a la maduración y la entrada en circulación 
de los neutrófi los, pero se conoce muy poco de la naturaleza molecular y la 
fi nalidad de estas alteraciones naturales en neutrófi los circulantes.
2.2 Granulopoiesis de emergencia
La infección sistémica provocada por bacterias u otros patógenos induce un 
programa de diferenciación hematopoyética conocido como granulopoiesis 
de emergencia, con el fi n de combatir la infección con neutrófi los generados 
de novo (35). La granulopoiesis de emergencia se caracteriza por la presencia 
de neutrofi lia en sangre, debida al reclutamiento masivo de células inmaduras 
bandeadas al torrente sanguíneo. La importancia de este mecanismo se pone 
de manifi esto en pacientes neutropénicos afectados con infecciones sistémicas 
los cuales presentan una elevada tasa de mortalidad (35). Por tanto, los meca-
nismos responsables de la generación de neutrófi los en condiciones homeos-
táticas o de emergencia, son fundamentales para asegurar la supervivencia del 
individuo. 
La granulopoiesis de emergencia se desarrolla en tres fases. En la primera, el 
patógeno es reconocido por el sistema inmune y la señal de emergencia es de-
tectada por el nicho hematopoyético. A continuación, este estado se traduce 
en una serie de eventos moleculares que son necesarios para el aumento de la 
producción de neutrófi los en la médula ósea. Por último, este programa de 
14
14Introducción
diferenciación tiene que ser silenciado para la recuperación de las condiciones 
homeostáticas previas que eviten el desarrollo de enfermedades infl amatorias 
o la extenuación de la médula ósea.
- Reconocimiento del patógeno
El reconocimiento del patógeno que inicia el programa de granulopoiesis de 
emergencia puede llevarse a cabo de forma directa o indirecta. En el recono-
cimiento directo, las HSPC detectan la infección a través de receptores TLR 
(del inglés Toll-like receptors, una de las familias de receptores que reconocen 
patrones moleculares, o PRR). Las HSPC expresan los receptores TLR2 y 
TLR4 y su activación induce diferenciación a células mieloides efectoras (36). 
Las HSPC circulan a través de sangre y linfa por distintos tejidos del organis-
mo (37) y se ha especulado sobre su participación en respuestas inmunes en 
procesos de infl amación. El reconocimiento directo de microorganismos por 
HSPC promovería la diferenciación local a células mieloides que participarían 
en la respuesta infl amatoria. Para apoyar esta hipótesis existen evidencias del 
reclutamiento de HSPC a tejidos infl amados en modelos de peritonitis, daño 
hepático o en piel (38-40). En modelos crónicos de aterogénesis y cáncer, se 
ha detectado la presencia de tráfi co de HSPC a bazo donde se induce una di-
ferenciación a monocitos que contribuyen al agravamiento de la enfermedad 
(41, 42). Igualmente se ha descrito que en animales bajo estrés hay una ma-
yor proliferación y diferenciación de HSPC a monocitos y neutrófi los la cual 
contribuye, por ejemplo, a la formación de la placa durante la aterosclerosis 
(29). Finalmente, un estudio reciente ha demostrado que el tratamiento con 
agonistas de receptores TLR en HSPC puede inducir la secreción de factores 
pro-hematopoyéticos como lL-6 que regulan la diferenciación mieloide y la 
proliferación de HSPC (43). Por tanto, el reconocimiento de señales específi -
cas en HSPC permite su diferenciación a células inmunes efectoras. Por otro 
lado, en el reconocimiento indirecto del patógeno las células de naturaleza en-
dotelial y/o estromal de la médula ósea secretan al plasma citoquinas que pro-
mueven la diferenciación de HSPC (44-46), por lo que ambos mecanismos 
podrían facilitar la aparición de neutrófi los en la respuesta de emergencia. 
- Respuesta hematopoyética a la detección del patógeno
Dada la importancia de la granulopoieis de emergencia para la defensa y su-
pervivencia del organismo, no es sorprendente la existencia de mecanismos 
redundantes en la regulación del proceso que regula la producción de neu-
trófi los. 
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De entre todos los factores, el eje G-CSF/G-CSFR es sin duda el mejor es-
tudiado. G-CSF participa en la proliferación de CMP y GMP y en la mo-
vilización de HSPC a la sangre (47, 48). Estudios en ratones defi cientes en 
G-CSF (Csf3−/−) (49) o en su receptor (Csf3r−/−)(50)han demostrado el papel 
esencial de esta citoquina en granulopoiesis en condiciones basales. Ratones 
defi cientes en G-CSF o G-CSFR presentan una reducción del 70-90% de 
neutrófi los en circulación. 
Curiosamente el papel de G-CSF en granulopoiesis de emergencia es depen-
diente del contexto: G-CSF no es una citoquina necesaria para la respuesta 
de emergencia generada por Candida albicans (51), pero sí en infecciones 
ocasionadas por Listeria monocytogenes (49, 52); lo que sugiere por tanto que 
otras citoquinas podrían intervenir en la regulación de la granulopoiesis en 
ausencia de G-CSF, como GM-CSF y IL-6 (35). A nivel transcripcional, la 
diferenciación de HSC a progenitores mieloides en situaciones de emergencia 
es independiente del factor de transcripción C/EBP-α, pero requiere la expre-
sión del factor de transcripción C/EBPβ (53, 54). 
- Silenciamiento de la respuesta de emergencia
El sistema hematopoyético requiere también una recuperación de la homeos-
tasis tras un proceso infl amatorio. Diversos estudios han demostrado el papel 
de las proteínas SOCS y BCL-3 como inhibidores de la ruta de señalización 
en granulopoiesis de emergencia (55, 56). Por otro lado, C/EBP-α también 
participa en la progresión del ciclo celular de progenitores mieloides a tra-
vés de la inhibición de las ciclinas CDK2, CDK4 y MYC, lo que resulta en 
una estabilización de los niveles de neutrófi los (57, 58). De esta forma, la 
competición por la unión al promotor de Myc de los factores C/EBP-α y C/
EBP-β junto a la normalización de los niveles de G-CSF con la eliminación 
del patógeno, favorecen la transición de un estado de emergencia a uno de 
granulopoiesis basal. 
Como acabamos de ver la generación de neutrófi los en condiciones basales 
y en situaciones de emergencia está regulada por mecanismos diferentes. Los 
eventos moleculares que permiten la transición de una respuesta granulopoié-
tica C/EBP-α dependiente en condiciones basales a una de emergencia C/
EBP-β dependiente, no se conocen actualmente en detalle.
La descripción clásica de los neutrófi los como células infl amatorias explica la 
existencia de numerosos estudios que han abarcado aspectos como su genera-
ción, sus funciones y por último, los mecanismos de eliminación de estas cé-
lulas exclusivamente en el contexto infl amatorio. Únicamente en los últimos 
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años han surgido estudios que han analizado estos aspectos en homeostasis y 
por ello, el principal objetivo de esta tesis abordará el estudio de las funciones 
de neutrófi los en este contexto. 
3. Tráfi co de neutrófi los.
Los neutrófi los en circulación responden rápidamente a estímulos infl amato-
rios los cuales facilitan su entrada a los tejidos donde son requeridos. La cas-
cada de migración de leucocitos y de neutrófi los en particular, ha sido exten-
samente estudiada en las últimas décadas (59). Sin embargo, este proceso ha 
sido detallado fundamentalmente en el contexto infl amatorio y sólo reciente-
mente se han descrito mecanismos de migración de leucocitos en condiciones 
homeostáticas (60). Si bien ambos procesos comparten parte de las moléculas 
implicadas, existen diferencias importantes entre la migración a determinados 
órganos en condiciones basales e infl amatorias. 
3.1 Cascada de reclutamiento de neutrófi los.
En la mayoría de los tejidos la cascada de reclutamiento de neutrófi los in-
cluye los siguientes pasos: tethering o captura inicial, rollling o rodamiento, 
adhesión fi rme, crawling o arrastre y por último, transmigración a través de la 
pared del endotelio (Esquema 2). 
El reclutamiento de neutrófi los se inicia por la secreción de mediadores infl a-
matorios por parte de leucocitos residentes en tejidos, como monocitos, ma-
crófagos y mastocitos, tras la detección de un daño o infección. La detección 
directa del patógeno o los mediadores infl amatorios (citoquinas, leucotrienos 
e histaminas) inducen una serie de cambios en la membrana de las células 
endoteliales que inicia el contacto con leucocitos en sangre (61). El endotelio 
Esquema 2: Cascada de migración de neutrófi los. En el esquema se muestran las etapas en el reclutamiento de neutrófi los, 
así como las moléculas implicadas en el endotelio y en el neutrófi lo.
???????????????????????
?????????????
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activado se caracteriza por un aumento de la expresión de selectinas endo-
teliales como selectina P (presintetizada y que se almacena en los cuerpos 
Weibel-Palade) y de selectina E, que se sintetiza de novo. Estas dos selectinas 
tienen funciones complementarias y son fundamentales para el reclutamiento 
de neutrófi los (62). 
Una vez presentes en el endotelio las selectinas endoteliales se unen a ligandos 
de neutrófi los glicosilados, entre los que se encuentran PSGL-1 (del inglés, 
P-selectin glycoprotein ligand-1), CD44 y ESL-1 (E-selectin ligand-1). Las se-
lectinas son lectinas dependientes de la unión a calcio y sus ligandos deben 
ser funcionales para permitir la unión efi ciente entre neutrófi lo-endotelio. 
Este fenómeno se produce mediante la acción de una serie de enzimas que 
catalizan la glicosilación de ligandos, incluidas sialiltransferasas y fucosil-
transferasas (63, 64). La unión selectina-ligando es de muy alta afi nidad y 
permite el tethering o captura inicial del neutrófi lo circulante a la superfi cie 
del endotelio, y su posterior rolling a lo largo del vaso en la dirección del fl ujo 
sanguíneo (65).
El neutrófi lo se ayuda en el proceso de rolling en condiciones de fl ujo san-
guíneo elevado mediante unas extensiones denominadas slings con alto con-
tenido en PSGL-1 y LFA-1, que forman uniones con otros receptores de 
la misma célula y permiten fortalecer y estabilizar el movimiento sobre el 
endotelio (66). Posteriormente, la unión de la selectina E a PSGL-1 ó CD44 
permite la activación de la integrina LFA-1, la cual gana afi nidad por sus 
ligandos ICAM-1/2 (intercelular adhesión molecule) presentes en el endotelio 
y permite el slow rolling de neutrófi los (67). En este punto, las interacciones 
entre el neutrófi lo y el endotelio son lo sufi cientemente fuertes como para que 
el neutrófi lo pueda escanear la superfi cie del endotelio en busca de moléculas 
que lo activen. Quimioquinas inmovilizadas en la superfi cie de la membra-
na de las células endoteliales permiten la activación de receptores membrana 
acoplados a proteínas G en el neutrófi lo, lo que induce cambios en la confor-
mación de las integrinas que pasan a mostrar mayor afi n idad por sus ligan-
dos (ICAM1/2), en un proceso denominado inside-out signalling (68). Estas 
señales iniciadas por las selectinas permiten la adhesión fi rme de neutrófi los al 
endotelio a través de la activación de las integrinas β2, LFA-1 y Mac-1.  
En este momento el neutrófi lo cambia de morfología y se polariza para ge-
nerar un polo anterior y un polo posterior ó urópodo. La adquisición de este 
fenotipo es posible por la unión de las integrinas a sus ligandos. Este proceso 
activa una cascada de señalización en el neutrófi lo (outside-in signalling) que 
promueve reordenamientos del citoesqueleto de actina que favorecen el movi-
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miento del neutrófi lo o crawling y durante el cual se escanea la parte luminal 
del endotelio mediante interacciones entre la integrina Mac-1 e ICAM-1 (Es-
quema 2)(69). Por último, la migración de neutrófi los a través del endotelio 
permite al neutrófi lo abandonar la vasculatura, atravesar el endotelio y poste-
riormente, la membrana basal. La transmigración requiere de la participación 
de integrinas e ICAM1/2, además de VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 
1) y otras proteínas de unión como PECAM-1 (platelet/endotelial cell adhesion 
molecule 1 ó CD31), CD99, JAMs (junctional adhesion molecules) y ECAM 
(epithelial cell adhesion molecule). La transmigración puede ocurrir vía para-
celular –entre 2 células endoteliales- ó por una vía transcelular –a través del 
cuerpo de una célula endotelial-, aunque al menos en los tejidos estudiados la 
primera ruta es la más común (70). En este proceso, la disociación de puentes 
cadherina en la unión intercelular de células endoteliales es necesaria para la 
entrada del neutrófi lo en el espacio intersticial (71). Una vez en la membrana 
basal, los neutrófi los migran preferencialmente hacia zonas con una menor 
densidad de proteínas de matriz extracelular, compuesta principalmente de 
lamininas y colágenos. Estas zonas coinciden con regiones donde existe una 
separación entre pericitos, que son las células que se localizan en contacto con 
la membrana basal y rodean a las células endoteliales de capilares y vénulas. 
Estudios recientes han revelado que en condiciones infl amatorias tanto peri-
citos como macrófagos secretan quimioquinas en respuesta a DAMPs (dan-
ger-associated molecular patterns) y guían a los neutrófi los hacia el foco de la 
infl amación (19, 72-74).
3.2 Excepciones en la cascada de reclutamiento de neutrófi los
La mayoría de los eventos que se conocen de la cascada de reclutamiento de 
neutrófi los proceden de experimentos de microscopía intravital en músculo 
esquelético (músculo cremáster) en condiciones infl amatorias (14). Las re-
cientes mejoras en microscopia confocal y multifotón, en la preparación de 
múltiples tejidos para imagen, así como en la disposición de nuevos modelos 
de ratones reporteros, ha permitido refi nar la cascada de reclutamiento de 
neutrófi los y caracterizarla en otros tejidos (75). Estos avances han confi rma-
do el reclutamiento de neutrófi los independiente de selectinas e integrinas en 
determinados órganos como el hígado y el pulmón (76). 
El hígado es el órgano metabólico central y el reclutamiento de neutrófi los 
a este órgano presenta particularidades. El hígado tiene un aporte de sangre 
doble ya que recibe sangre arterial a través de la arteria hepática, dotando al 
órgano sangre rica en oxígeno. Por otro lado, la vena porta transporta nu-
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trientes al hígado procedentes de la vasculatura de bazo e intestinos. Las dos 
circulaciones convergen en los sinusoides hepáticos, que drenan a través de 
vénulas postsinusoides. El endotelio sinusoide carece de lámina basal y de 
uniones estrechas intercelulares y no expresa CD31, CD34 ni cadherina, pero 
expresa niveles reducidos de VCAM-1 (77) y unos niveles de ICAM-1 supe-
riores a los encontrados en microcirculación sistémica (78). La arquitectura 
fenestrada de las células endoteliales en los sinusoides y la ausencia de lámina 
basal permiten el intercambio de fl uidos y solutos entre el espacio de Disse 
(compartimento entre las células endoteliales y los hepatocitos) y el intravas-
cular. Los sinusoides del hígado son vasos de un diámetro reducido (15-30 
μm) sólo un poco mayores que el tamaño de un neutrófi lo. Por todas estas pe-
culiaridades y por carecer de selectinas endoteliales P y E, el reclutamiento de 
neutrófi los a los capilares sinusoidales del hígado no requiere del paso previo 
de rolling, sino que los neutrófi los se adhieren directamente al endotelio he-
pático (79). En un modelo de infl amación estéril se observó que los neutró-
fi los se adhieren al endotelio a través de interacciones de la integrina MAC-1 
con ICAM-1. Sin embargo, en un modelo de infección con Escherichia coli 
el reclutamiento de neutrófi los puede ser integrina-independiente (80). Por 
tanto, el reclutamiento de neutrófi los en hígado no depende únicamente de 
la arquitectura del vaso, sino también del estímulo infl amatorio responsable 
del reclutamiento de neutrófi los. 
Otro de los órganos donde la cascada de reclutamiento de neutrófi los no se 
ajusta al mecanismo descrito anteriormente es el pulmón. El pulmón está 
constantemente expuesto a patógenos externos y requiere un control preciso 
del sistema inmune para evitar infecciones. En este órgano la microvascula-
tura está constituida por fi nos capilares que alteran la forma del neutrófi lo 
para poder atravesar estos conductos y en consecuencia, prolonga su tiempo 
de tránsito por este tejido. El reclutamiento de neutrófi los ocurre principal-
mente en los capilares de la red alveolar y no en vénulas postcapilares como 
ocurre en el resto de la circulación (81). Debido al tamaño de los capilares y 
al fl ujo lento de la sangre en el pulmón, se ha sugerido que el reclutamiento 
a este órgano puede realizarse por un bloqueo mecánico en los capilares más 
que por mecanismos de migración selectina e integrina-dependiente. De he-
cho, se ha especulado que parte del reservorio marginado de neutrófi los se 
encuentra en pulmón (82). El receptor CXCR2 en neutrófi los es unos de los 
más importantes en el reclutamiento de neutrófi los a pulmón (83). Como en 
el caso del hígado, dependiendo del estímulo infl amatorio, el reclutamiento 
de neutrófi los en el pulmón puede ser dependiente o independiente de selec-
tinas e integrinas (76).  
20
20Introducción
En defi nitiva, aunque los principios generales de la cascada de adhesión pue-
den resultar válidos para algunos tejidos, en los últimos años se ha demos-
trado que el reclutamiento de neutrófi los en órganos particulares puede ser 
distinto al dogma general establecido en la microcirculación muscular. Por 
ejemplo, la expresión constitutiva de selectinas y ligandos de integrinas que se 
observa en piel o medula ósea elimina la necesidad de un estímulo infl ama-
torio para iniciar el reclutamiento en estos tejidos (84, 85). La participación 
de selectinas e integrinas en el reclutamiento de neutrófi los en cada tejido en 
condiciones homeostáticas, así como el impacto de la migración de neutrófi -
los en la fi siología del órgano, son objetivos de esta tesis.
4. Envejecimiento y eliminación de neutrófi los.
La homeostasis de neutrófi los es dependiente del balance entre su genera-
ción en la médula ósea, su movilización al torrente sanguíneo, su distribu-
ción en tejidos de periferia y fi nalmente, su eliminación (86). No existe un 
consenso sobre la vida media exacta para los neutrófi los en humanos ni en 
roedores (87). Sin embargo, se ha estimado una vida media de 5,4 días en 
neutrófi los humanos (33) y en torno a 12,5 horas en ratones (33, 88) aunque 
estos valores pueden alterarse en condiciones infl amatorias y/o de activación 
(87). Para el cálculo de estos valores se toma como referencia la entrada en 
circulación de estas células procedentes de la médula ósea. Citoquinas y qui-
mioquinas además de receptores específi cos en neutrófi los, regulan el tráfi co 
de estas células de médula ósea a sangre.
La citoquina G-CSF (del inglés, granulocyte colony stimulating factor) es res-
ponsable de la diferenciación de precursores mieloides a neutrófi los y de la 
movilización de estas células de médula ósea a sangre (24, 48). En consecuen-
cia, la eliminación del gen que codifi ca G-CSF o de su receptor G-CSFR, 
resulta en niveles reducidos de neutrófi los en sangre o neutropenia en médula 
ósea (49, 50). Curiosamente, aunque la estimulación con G-CSF induce mo-
vilización de neutrófi los, este no es un efecto directo de la citoquina sobre las 
células movilizadas sino sobre células estromales del nicho hematopoyético 
que pierden su capacidad de retenerlas (47, 89). 
Existen sin embargo mecanismos directos de movilización mediados por la 
interacción de receptores de quimioquinas en neutrófi los y sus ligandos: los 
ejes CXCR4-CXCL12 (ó SDF1, antes conocida como stromal cell derived 
factor 1) y CXCR2-CXCL1/2 (90, 91). El balance entre estas dos vías es crí-
tico para mantener los niveles homeostáticos de neutrófi los en sangre. 
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4.1 Eje CXCR4-CXCL12
CXCL12 es una quimioquina que se produce constitutivamente en médula 
ósea. Su fuente principal son células estromales entre las que se incluyen célu-
las endoteliales, osteoblastos y como principales productoras, las células CAR 
(CXCL12-abundant reticular cells) (92). En condiciones basales la expresión 
de CXCL12 está modulada por oscilaciones en los ritmos de luz y oscuridad 
que a través de los nervios simpáticos del sistema nervioso central, transmiten 
señales adrenérgicas en médula ósea a receptores β3 presentes en las células 
del estroma de este órgano. Esta señal produce la degradación del factor de 
transcripción SP1 y con ello la disminución de la expresión del tránscrito de 
Cxcl12 (93). CXCL12 actúa como quimiotrayente de poblaciones de leucoci-
tos y células madre y progenitores hematopoyéticos y es con diferencia la qui-
mioquina más potente en el compartimento inmaduro (94, 95). Su expresión 
se detecta mayoritariamente en la médula ósea (96), si bien se ha encontrado 
expresión de CXCL12 en otros tejidos como el pulmón (97). 
Los niveles de leucocitos en sangre oscilan en antifase a los niveles de CXCL12 
en médula ósea, siendo el número de leucocitos máximo 5 horas después del 
encendido de la luz (ZT5 1) y alcanzando niveles basales 8-12 horas después 
(ZT13-17) (93). En contraposición, el número de leucocitos que se adhie-
ren al endotelio de médula ósea es inversamente proporcional al encontrado 
en sangre y la adhesión es superior a ZT13 que a ZT5. Este fenómeno se 
correlaciona con una mayor expresión en la vasculatura medular de los recep-
tores requeridos para el tráfi co a este órgano:  selectinas P y E, y VCAM-1 
(60).  
CXCR4 es un receptor de membrana con 7 dominios transmembrana aco-
plado a proteína G que se expresa en casi todos los tipos leucocitarios (98-
100) y señaliza exclusivamente en respuesta a CXCL12 (90). Existen nu-
merosas evidencias que apoyan el papel de este receptor en la retención de 
neutrófi los en médula: la administración del antagonista farmacológico de 
CXCR4 (AMD3100) induce un aumento del número de neutrófi los (y otras 
poblaciones hematopoyéticas) en circulación que correlaciona con una dis-
minución del número de estos en médula ósea (24). Por otro lado, animales 
defi cientes para la expresión de CXCR4 en células mieloides presentan neu-
trofi lia en sangre y neutropenia en médula ósea, sin cambios signifi cativos en 
los niveles de progenitores mieloides en médula ósea (101). Estas evidencias 
demuestran el papel de la interacción de CXCR4 con CXCL12 en la reten-
ción de neutrófi los en médula ósea.
1 ZT corresponde al término alemán zeitgeber time. Ver sección 1.2.2. Regulación circadiana del sistema hema-
topoyético y del sistema immune.
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4.2 Eje CXCR2-CXCL1
Para abandonar la médula ósea los neutrófi los necesitan atravesar el en-
dotelio que los separa de la circulación. Para ello una serie de ligandos y sus 
receptores coordinan un fl ujo constante de movilización de estas células. Las 
quimioquinas CXCL1 y CXCL2 se unen al receptor CXCR2 y se han rela-
cionado clásicamente con el reclutamiento de neutrófi los de sangre al foco 
de infl amación (83). CXCL1 y CXCL2 se expresan constitutivamente en 
osteoblastos y células endoteliales (91) y la administración exógena de estas 
citoquinas induce movilización de neutrófi los procedentes de médula ósea 
(102). En animales transplantados con una mezcla de médula ósea proce-
dente de donantes WT y Cxcr2–/– el número de neutrófi los Cxcr2–/– en sangre 
está reducido en condiciones basales y tras la movilización farmacológica con 
G-CSF, mientras que el número de neutrófi los en médula ósea Cxcr2–/– apa-
rece aumentado, sugiriendo una retención de estas células por la ausencia 
de este receptor (91). Por otra parte la administración de CXCL1 y el blo-
queo selectivo de CXCR4 con anticuerpos específi cos, moviliza neutrófi los 
procedentes de médula ósea (103). Adicionalmente, en un elegante estudio 
de Gunzer y colaboradores se demostró que la movilización de neutrófi los 
inducida por G-CSF se produce como consecuencia de un aumento de los 
niveles de trombopoietina en médula ósea, que ocasiona la liberación de las 
quimioquinas CXCL1 y CXCL2 sintetizados por megacariocitos (104). Estas 
evidencias sugieren un papel para CXCR2 en la movilización de neutrófi los 
a sangre. 
Dada la demostrada participación de neutrófi los en daño vascular durante 
procesos infl amatorios se cree que la renovación del repertorio de neutrófi los 
circulantes es fundamental para preservar la integridad del sistema vascular 
(105). El organismo se enfrenta al reto no sólo de generar nuevos neutrófi los 
y movilizarlos a circulación, sino también de permitir su eliminación orde-
nada.
4.3 Eliminación de neutrófi los
La enorme producción de neutrófi los que tiene lugar diariamente en el 
organismo permite un sistema de defensa altamente rápido y efectivo. Sin 
embargo, en condiciones no infl amatorias la eliminación de neutrófi los es 
un mecanismo necesario para frenar daños potenciales promovidos por su 
activación y la expulsión de su arsenal citotóxico. Clásicamente la eliminación 
de neutrófi los se ha descrito en médula ósea, hígado y bazo (106, 107). No 
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obstante las consecuencias fi siológicas de la eliminación fi siológica o clearan-
ce de neutrófi los en estos órganos, no han sido estudiadas en detalle. 
Se ha propuesto que los neutrófi los en circulación envejecen y su respuesta 
como células del sistema inmune se ve comprometida, haciendo necesaria 
su eliminación (108). Experimentos ex vivo con neutrófi los humanos han 
demostrado que una de las características que defi ne el envejecimiento de 
neutrófi los es el aumento en los niveles de CXCR4 en la superfi cie celular 
(90, 109). La adquisición de este fenotipo dotaría a los neutrófi los de un 
mayor tropismo hacia la médula ósea donde los niveles de CXCL12 son ele-
vados. Este tropismo estaría además favorecido por una disminución de la 
migración de neutrófi los dependiente de CXCR2, ya que CXCL12 suprime 
la quimiotaxis de neutrófi los mediada por este receptor (90). Los cambios 
en la expresión del receptor CXCR4 están coordinados con el aumento de 
expresión de receptores relacionados con apoptosis (anexina V y CD16). Los 
receptores CXCR2 y CXCR4 desempeñan por tanto funciones antagónicas 
en neutrófi los: movilización y retención en médula, respectivamente (91).
Experimentos con neutrófi los envejecidos ex vivo demostraron por primera 
vez el papel de la médula ósea como órgano de eliminación de neutrófi los 
(110), aunque estudios previos habían sugerido esta posibilidad para neu-
trófi los humanos marcados con radioisótopos (111-113). La fagocitosis de 
neutrófi los apoptóticos se ha relacionado con la conversión del perfi l secretor 
de macrófagos hacia un perfi l antiinfl amatorio, al menos in vitro (22). En el 
caso particular de macrófagos derivados de medula ósea, la eliminación de 
neutrófi los se ha relacionado con una mayor secreción de G-CSF (110) lo 
que podría regular in vivo la movilización y producción de una nueva ola de 
granulocitos. Se ignora sin embargo si esta serie de procesos ocurren in vivo.
Además es importante resaltar que la eliminación de neutrófi los no se produ-
ce de forma exclusiva en médula ósea. Surat y colaboradores (106) demos-
traron que otros órganos que participan en la eliminación de neutrófi los son 
el hígado y el bazo y que el órgano de eliminación, depende sustancialmente 
del grado de maduración y de activación de neutrófi los, especialmente tras un 
estímulo infl amatorio. Todos estos estudios han empleado sistemas en mayor 
o menor medida artifi ciales, como la purifi cación ex vivo y la transferencia de 
neutrófi los, que en el caso de unas células tan sensibles pueden comprometer 
la interpretación de los resultados.
En esta tesis abordamos globalmente el proceso de eliminación homeostático 
de neutrófi los y analizamos el impacto de esta eliminación en determinados 
procesos fi siológicos del organismo. 
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REGULACIÓN DEL NICHO HEMATOPOYÉTICO
El nicho hematopoyético es el microambiente que mantiene y regula la 
proliferación y diferenciación de las células madre de la sangre. Las células 
que constituyen este microambiente bien por contacto directo o por factores 
secretados al entorno, pueden modifi car el comportamiento de las células 
madre y progenitores hematopoyéticos en la médula ósea. Las señales pro-
cedentes de estas células son fundamentales para el mantenimiento de una 
reserva constante de HSC en médula ósea, modulando la diferenciación o 
proliferación de HSPC, así como su permanencia en médula ósea o su movi-
lización a otros órganos. 
En homeostasis la mayoría de HSC permanecen en estado quiescente aunque 
alteraciones en el entorno del nicho hematopoyético (por ejemplo, anemia o 
estrés inducido por factores citotóxicos) favorecen la proliferación de HSC 
y su diferenciación (28, 30). De la misma forma, la eliminación genética de 
ciertos factores en las células que constituyen el nicho o la ablación de las 
células que las producen, puede ocasionar disfunción en el compartimento 
hematopoyético, con el consiguiente desarrollo de enfermedades (114-117). 
1. El nicho hematopoyético en médula ósea. 
El concepto de nicho hematopoyético fue propuesto en 1978 por Ray 
Schofi eld, quien postuló la existencia de un entorno especializado o nicho 
donde las células madre hematopoyéticas conservarían la capacidad para re-
constituir el linaje hematopoyético en animales letalmente irradiados (118). 
Anteriormente Till y McCulloch habían desarrollado el ensayo de unidades 
formadoras de colonias o CFU (del inglés, colony forming units) permitiendo 
la cuantifi cación de progenitores multipotentes in vitro y su discriminación 
de HSC con capacidad de auto-regeneración y mantenimiento a largo térmi-
no. Independientemente, Dexter y colaboradores habían demostrado la im-
portancia del estroma en el mantenimiento de células madre hematopoyéticas 
ex vivo (119). Estudios adicionales confi rmaron la hipótesis de la interacción 
entre el estroma y las células residentes en la cavidad ósea y HSC (120, 121). 
La validación del concepto de nicho in vivo llegó de la mano de los laborato-
rios de David Scadden y Linheng Li, quienes en 2003 demostraron que la ac-
tivación de osteoblastos promueve la expansión in vivo del reservorio de HSC 
en la médula ósea utilizando modelos genéticos murinos (122, 123). Estos 
estudios demostraron por primera vez la interacción funcional entre células 
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de distintos linajes en el nicho hematopoyético (osteoblastos y HSC) y reve-
laron la posibilidad de alterar experimentalmente componentes del microam-
biente hematopoyético. Desde entonces, numerosos estudios han refi nado 
nuestra comprensión del entorno donde residen células madre y progenitores 
hematopoyéticos (124).
Se ha estudiado exhaustivamente qué elementos o estructuras de la medula 
ósea mantienen la localización y la quiescencia de las HSC en el nicho hema-
topoyético, con el fi n de defi nir los mediadores de la localización específi ca 
de HSC en médula ósea. Estos estudios han demostrado que las células me-
senquimales2 que originan el hueso y las que se sitúan en zonas perivasculares 
son importantes en la regulación del nicho hematopoyético de la médula ósea 
(125). Estudios muy recientes han demostrado además que las HSC más 
quiescentes se localizan asociadas a arteriolas del endosteo (tejido conectivo 
en contacto con el hueso que reviste la médula) mientras que las HSC que 
proliferan y se diferencian se encuentran asociadas a vasos sinusoidales (126). 
1.1 Composición del nicho hematopoyético 
- CXCL12
La importancia de CXCL12 en el nicho hematopoyético fue introducida 
por primera vez en estudios en animales defi cientes para este gen. Los ratones 
Cxcl12–/– mueren en torno al día 18,5 del desarrollo embrionario y la médu-
la ósea de estos animales es hipocelular y presenta un número reducido de 
progenitores mieloides y linfoides (127). Sin embargo, la eliminación con-
dicional de Cxcl12 en los distintos subtipos de células mesenquimales que se 
encuentran en médula ósea, tiene un impacto distinto sobre el nicho hemato-
poyético en función de la célula afectada: en células que expresan el receptor 
de leptina (leptinaR+) disminuye el número de HSC y las moviliza a circu-
lación (128), mientras que en células endoteliales el número de HSC dismi-
nuye aunque no se movilizan a sangre (128, 129). Por último, la eliminación 
de este gen en osteoblastos y sus progenitores, en células hematopoyéticas y 
en células Nestina+ no afecta a la frecuencia de HSC ni a la retención de estas 
células en médula ósea (129, 130).
En la Tabla 1  y el Esquema 3 se recogen los componentes fundamentales des-
critos hasta el momento en la caracterización del nicho hematopoyético en 
médula ósea.
2 El término células mesenquimales o estroma se utiliza como sinónimo para defi nir un conjunto heterogéneo de 
poblaciones no hematopoyéticas con potencial de diferenciación en otros linajes (en el caso de MSCs) o no (célu-
las diferenciadas en el caso de osteoblastos, células CAR y células leptinaR+). 
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- Osteoblastos y osteocitos
La médula ósea recoge un conjunto de células procedentes del linaje osteo-
blástico, entre las que se encuentran células madre mesenquimales, osteopro-
genitores, osteoblastos maduros y fi nalmente, osteocitos maduros embebidos 
en la matriz del hueso. Estudios iniciales apuntaron a un papel regulador de 
los osteoblastos en el mantenimiento de los niveles de HSC en médula ósea 
(122, 123). Sin embargo, estudios más recientes han cuestionado el papel de 
osteoblastos en la regulación de HSC. La eliminación condicional de factores 
que regulan células madre hematopoyéticas -como CXCL12 ó SCF (stem cell 
factor)- en osteoblastos maduros no afecta la celularidad ni la composición 
del nicho hematopoyético de médula ósea ni tampoco la habilidad de las 
HSC para reconstituir animales letalmente irradiados, lo que excluye una 
regulación directa de osteoblastos sobre HSC (129-131). Es posible sin em-
bargo una relación indirecta basada en estudios que apoyan que la presencia 
de osteoblastos promueve la formación de vasos sanguíneos y la aparición de 
HSC en ellos (132, 133). También se ha especulado con la idea de que los 
osteoblastos podrían secretar citoquinas y proteínas a la matriz extracelular 
capaces de modular directamente HSC o que su actividad podría afectar la 
región endosteal, donde abundan las HSC (125). En general, la variabilidad 
entre los modelos utilizados para estudiar células del linaje osteoblástico ha 
limitado las conclusiones acerca de la contribución de estas células en la re-
gulación directa o indirecta de HSC en el nicho hematopoyético (134). Por 
otra parte, se ha demostrado la contribución de osteocitos en la retención de 
HSC en el nicho hematopoyético en un modelo de movilización inducida 
con G-CSF (135). 
-  Células mesenquimales perivasculares
Dada la localización de HSC próximas a los vasos sanguíneos se han anali-
zado las poblaciones de células estromales que rodean a estos vasos con el fi n 
de entender su contribución al nicho hematopoyético.
Esquema 3 Componentes del nicho hematopoyéti-
co de médula ósea.
Tabla 1: Contribución a la actividad del nicho hematopoyético de los 
distintos tipos celulares que lo conforman. 
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El estroma mesenquimal es altamente heterogéneo y se han identifi cado 4 
poblaciones principales en medula ósea: células madre y progenitores mesen-
quimales, células positivas para el receptor de leptina (Leptina R+), células 
CAR (CXCL12-abundant reticular cells) y células endoteliales. Todas estas 
poblaciones expresan factores que promueven el mantenimiento de HSC en 
estado quiescente o su permanencia en médula ósea (136, 137). 
Las células madre mesenquimales (MSC) son capaces de generar osteoblastos, 
adipocitos y condrocitos y se han relacionado directamente con la regulación 
de HSPC en la médula ósea (138, 139). Dentro del conjunto de células 
MSC, la expresión del fi lamento intermedio nestina identifi ca una pobla-
ción de células con expresión elevada de genes relacionados con la actividad 
del nicho (Cxcl12 y Scf). Las células Nestina+ se localizan próximas a HSC 
alrededor de vasos sanguíneos que irrigan la médula ósea. La eliminación ex-
perimental de células Nestina+ causa la pérdida de HSC del compartimento 
medular, sugiriendo un papel fundamental para estas células en la regulación 
del nicho hematopoyético (138). 
Las células mesenquimales LeptinaR+ expresan altos niveles de SCF y 
CXCL12 (128, 130). Se encuentran en una localización perivascular y co-
localizan con células estromales identifi cadas con el marcador nestina (126, 
140), contribuyendo a la regeneración de adipocitos y hueso (141). La eli-
minación del gen que codifi ca para CXCL12 de las células LeptinaR+ tiene 
efectos directos en el número y retención de HSC en medula ósea (130), 
sugiriendo un papel primordial de nicho para estas MSC.
Otra población perivascular que expresan los niveles muy elevados de 
CXCL12 son las células CAR. Esta población que incluye todas la poblacio-
nes productoras de CXCL12, regula la proliferación y el tráfi co de HSC de 
médula ósea a sangre (128, 142). 
- Células endoteliales 
Las células endoteliales de los vasos sanguíneos de la médula ósea promue-
ven el mantenimiento de HSC (26) y regeneración después de daño (143). 
Se encuentran rodeadas de pericitos, células Nestina+ y células LeptinaR+. 
Estudios recientes han confi rmado que la expresión de la selectina E en células 
endoteliales es un importante inductor de la proliferación de HSC en médula 
ósea (144). Así mismo, las células endoteliales contribuyen a la proliferación 
y retención de HSC en médula ósea mediante la secreción de factores paracri-
nos (145, 146). Estudios sistemáticos comparando las distintas poblaciones 
estromales han encontrado que la eliminación condicional de SCF en célu-
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las endoteliales promueve la pérdida de HSC del compartimento medular, 
sin embargo su eliminación de otros componentes del nicho hematopoyético 
como células de origen osteoblástico, células Nestina+ o las propias células 
hematopoyéticas, no afecta la frecuencia de HSC en médula ósea (130). 
En conjunto, estas evidencias ponen de manifi esto que las HSC residen en 
un nicho perivascular en el cual las células estromales y las células endoteliales 
aportan factores trófi cos fundamentales para las HSC.
- Inervación simpática y células Schwann
El sistema nervioso simpático regula el tráfi co de HSPC a sangre en condi-
ciones homeostáticas, a través de la producción de señales adrenérgicas que 
modulan la respuesta de la médula ósea. El contacto entre los nervios nora-
drenérgicos y los receptores β3 de las células Nestina+ promueve la disminu-
ción en los niveles de expresión de genes implicados en el mantenimiento de 
HSC en médula ósea incluyendo Cxcl12, Angpt1 (angiopoietina 1), stem cell 
factor (Kitl) y Vcam1. Esta disminución promueve la movilización natural 
o inducida de HSC de la médula ósea (138, 147). Por otra parte, estudios 
recientes han implicado a ciertas células gliales -células de Schwann que se 
encuentran asociadas a los nervios simpáticos- en la regulación del estado 
quiescente de las HSC, a través de la activación de la ruta de señalización de 
TGFβ-SMAD (148). 
- Macrófagos
Los macrófagos de médula ósea han sido identifi cados como componentes 
del nicho hematopoyético por su capacidad de regular la actividad de células 
Nestina+ y la producción de CXCL12. Macrófagos que expresan la siaload-
hesina CD169 promueven la retención de HSPC en médula ósea y la quies-
cencia de HSC en situaciones de estrés (149-151). 
- Adipocitos
Mientras muchas de las células asociadas al nicho hematopoyético se han 
caracterizado por regular positivamente a éste, los adipocitos han sido identifi -
cados como reguladores negativos de su actividad. Las cavidades de la médula 
ósea con un mayor contenido en tejido adiposo contienen menos HSPC y la 
inhibición de la adipogénesis induce una reconstitución acelerada en modelos 
de mieloablación y transplante de médula ósea (152). Recientemente un es-
tudio ha descrito el papel del factor de transcripción FOXC1 en células CAR 
en la inhibición de su diferenciación a adipocitos (153). Ratones defi cientes 
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para este factor de transcripción presentan un número reducido de HSPC 
que correlaciona con un aumento en el número de adipocitos en las cavidades 
de la médula ósea y compromete la función del nicho hematopoyético. 
- Megacariocitos
Recientemente se ha demostrado el papel regulador de los megacariocitos 
en el nicho hematopoyético. Estas células desempeñan una función crítica 
en la recuperación e implante (la ubicación productiva de HSC en nichos 
hematopoyéticos) de HSC tras mieloablación (154). Curiosamente, estudios 
recientes han confi rmado in vivo el papel indirecto de megacariocitos como 
células reguladoras de la quiescencia de HSC  mediante la secreción de cito-
quinas como CXCL4 y TGFβ (155, 156). 
1.2 Mecanismos de regulación del nicho hematopoyético de médula 
ósea
Un aspecto asociado al estudio del nicho hematopoyético es la capacidad de 
las HSPC de migrar hacia y fuera de este compartimento. La migración de 
HSPC es fundamental durante el desarrollo embrionario para la ocupación 
de otros órganos hematopoyéticos y para el mantenimiento de la homeostasis 
de la propia médula ósea, consiguiendo así un equilibrio entre el número de 
HSPC que proliferan y se diferencian, y aquellas que abandonan la médula 
ósea (37, 157, 158).
1.2.1 Tráfi co de células madre y progenitores hematopoyéticos.  
Al igual que en neutrófi los, el eje CXCl12-CXCR4 representa una señal 
fundamental para el tráfi co de HSPC de médula a sangre o de sangre a médu-
la ósea. CXCL12 actúa a través de su receptor CXCR4 y genera señales qui-
miotácticas atrayentes para HSPC en médula ósea (37). Las mismas señales 
inducen la adhesión de progenitores (159-162) y la quiescencia y renovación 
de HSC en médula ósea (142, 163). La eliminación del gen que codifi ca su 
receptor Cxcr4 disminuye el número de HSC (142). CXCR4 es esencial para 
el anidamiento o homing y el implante de las HSC transplantadas (95). Por 
otro lado, G-CSF promueve la movilización de HSPC a la circulación provo-
cando la disminución en los niveles de CXCL12 a nivel de proteína y trans-
crito en la médula ósea (164). Se ha demostrado que tanto CXCL12 como 
CXCR4 son fragmentados tras la estimulación con G-CSF, lo que bloquea 
doblemente este eje de retención (47) y facilita la salida a sangre de HSPC. 
El papel de CXCR4 en la migración de HSPC a médula ósea ha sido además 
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validado usando toxina pertúsica (PTx), cuya acción bloquea la transducción 
de señales a través de receptores acoplados a proteínas G como es el caso de 
CXCR4. La PTx disminuye la capacidad de HSPC de responder a CXCL12 
y reduce el implante de estas células en sus respectivos nichos (165).  
Las HSPC también residen fuera de la médula ósea en condiciones basales 
(37, 93). Aunque se desconocen las propiedades o funciones específi cas de 
las HSPC fuera de médula ósea, se ha propuesto que podrían participar en 
procesos de infl amación mediante su diferenciación a células efectoras (36). 
Curiosamente, las HSPC en circulación modulan la expresión de la molécula 
CD47 que las protege de la fagocitosis cuando re-entran en tejidos (166). En 
tejidos periféricos, las HSPC se han encontrado en el hígado (167), el bazo 
(26, 42), el tejido adiposo (168), el músculo (169), en la linfa, el pulmón y el 
riñón (158). Las HSPC en estos órganos no son estáticas y migran a través de 
distintos tejidos durante 36 horas aproximadamente, después de lo cual retor-
nan a través de la linfa y la sangre a la médula ósea (37, 158). Existe por tanto 
un tráfi co continuo de HSPC entre la médula ósea, los sistemas circulatorios 
(sangre y linfa) y órganos en periferia (es decir, extramedulares). 
Es importante destacar que en la actualidad ningún estudio ha permitido 
discriminar si la presencia de HSPC en tejidos como los anteriores es un 
refl ejo de la permanencia de estas células en órgano y de la existencia de un 
nicho hematopoyético en estos tejidos, o si contrariamente refl eja un tránsito 
puntual de HSPC a través de estos órganos. En la mayoría de estos tejidos 
las HSPC se encuentran asociadas con estructuras vasculares que se asemejan 
a las descritas en los nichos hematopoyéticos en médula ósea (26), si bien la 
descripción de un nicho hematopoyético como tal en estos órganos no se ha 
considerado hasta el momento (125).
1.2.2 Regulación circadiana del nicho hematopoyético y del sistema inmune
El sistema hematopoyético como otros del organismo, se encuentra bajo 
regulación circadiana. El término ritmo circadiano hace referencia a las os-
cilaciones endógenas de los organismos asociadas con la rotación diaria de 
la tierra en torno al sol (170). La aparición de los ritmos circadianos en or-
ganismos aeróbicos responde a una adaptación para anticipar cambios en el 
entorno relacionados con los niveles de oxígeno (171). Los ritmos circadianos 
suponen por tanto una ventaja adaptativa en los organismos para obtener 
energía efi cientemente en ambientes no estáticos. En mamíferos, se estima 
que en torno al 10% del genoma se encuentra bajo control circadiano (172, 
173).  
31
31 Introducción
Los ritmos circadianos presentan una duración aproximada de 24 horas pu-
diendo ser ajustados frente a la exposición a distintos ambientes como varia-
ciones geofísicas, de temperatura, u otras (174). Para que un ritmo sea circa-
diano debe oscilar en un ambiente constante, independientemente de factores 
externos como la luz o la comida. El término Zeitgeber (del alemán, estímulo 
o dador de tiempo) hace referencia a los estímulos del entorno que un orga-
nismo recibe (luz, comida o temperatura) y que permiten la sincronización 
del reloj interno del organismo con los ciclos rotacionales de 24 horas del 
globo terrestre (174). La luz representa el estímulo principal o zeitgeber para 
alinear los ritmos internos del organismo con los del ambiente que le rodea.
- Regulación molecular del reloj circadiano 
El reloj molecular circadiano consiste en una red compleja de factores 
de transcripción que cooperan integrados en un bucle autoregulable y que 
comprende regulación a nivel transcripcional y traduccional. Los factores de 
transcripción BMAL1 (del inglés, brain and muscle ARNT-like 1), CLOCK 
(circadian locomotor output cycles kaput) y RORα (retinoic acid receptor-related 
orphan receptor) funcionan como activadores transcripcionales de esta ma-
quinaria, mientras que PER (period circadian protein), CRY (cryptochrome) y 
REV-ERB, actúan como inhibidores de la actividad de BMAL1 y CLOCK 
(175). 
Los componentes del reloj molecular circadiano desempeñan un papel fun-
damental en la regulación y actividad del sistema inmune (176). El reloj mo-
lecular controla la expresión de citoquinas y receptores de patógenos en las 
células del sistema inmune innato (177-180), así como la diferenciación de 
células Th 17 (181). Recientemente se he demostrado la existencia de un reloj 
molecular en el epitelio pulmonar que controla la magnitud de la infl amación 
mediada por neutrófi los y la respuesta a patógenos en este órgano (177). Dis-
tintos estudios confi rman por tanto que la respuesta inmune innata y adapta-
tiva se encuentran reguladas por control circadiano y que este tipo de regula-
ción podría extenderse a múltiples células en el organismo, sincronizando las 
respuestas fi siológicas en el individuo. 
- Ritmos en el sistema hematopoyético
El sistema nervioso simpático es un importante regulador de los ritmos 
circadianos. Los niveles del neurotransmisor noradrenalina presentan eleva-
ciones al comienzo de la fase de actividad en ratones y este neurotransmisor 
se libera localmente en médula ósea (182). Por otra parte, existen evidencias 
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que demuestran la existencia de una tasa de proliferación dependiente de mo-
dulación circadiana en HSPC y en leucocitos maduros en médula ósea (183). 
Además, existe una interacción funcional entre los nervios noradrenérgicos y 
los receptores β3 de las células Nestina+ que promueve la disminución de la 
expresión de genes implicados en el mantenimiento de HSC como Cxcl12 
(138). Por tanto, el SNS integra señales tipo zeitgeber y de esta forma regula 
la respuesta del nicho hematopoyético.
La regulación circadiana en el nicho hematopoyético se puso de manifi esto 
por primera vez con la observación de que los niveles de HSPC en sangre 
fl uctuaban regidos por oscilaciones rítmicas en los niveles de CXCL12 en 
médula ósea (93). Las HSPC se movilizan al torrente sanguíneo al comien-
zo de la fase de descanso y exhiben sus niveles máximos en ratones a ZT5, 
con niveles mínimos por la noche (a partir de ZT13). Este fenómeno parece 
estar regulado por CXCL12, cuyos niveles son máximos a ZT21 y mínimos 
a ZT9. Las células responsables de la producción de esta quimioquina son 
células estromales perivasculares (124). En el caso de las células Nestina+ se 
ha demostrado que reciben inervación directa por nervios adrenérgicos del 
SNS. La señalización adrenérgica rítmica promueve la degradación del factor 
de transcripción SP1 y la disminución de los niveles en la médula ósea de 
CXCL12 (93). 
CXCL12 y su receptor CXCR4 se encuentran regulados por el conjunto de 
genes del reloj molecular circadiano. Animales defi cientes para el gen que co-
difi ca BMAL1 (Arntl) no presentan oscilaciones en los niveles de CXCR4 en 
células LSK ni en los niveles de progenitores hematopoyéticos en sangre, ni en 
Cxcl12 en médula ósea (93, 184). Se ha comprobado que genes circadianos 
como Per2 y Rev-erbα presentan perfi les de expresión circadianos en HSPC, 
aunque solo Per2 oscila en las células más primitivas (185). Las fl uctuaciones 
circadianas en los niveles de HSPC en circulación se mantienen durante la 
movilización con G-CSF ó AMD3100, indicando que la regulación circa-
diana del nicho hematopoyético es clave en condiciones homeostáticas y de 
estrés (184, 186). 
- Ritmos en el sistema inmune 
En las últimas décadas numerosos estudios han demostrado que el sistema 
inmune se encuentra igualmente regulado por el control circadiano (187). 
Ejemplos de esta regulación los encontramos en el número de las células del 
sistema inmune en circulación, así como en los niveles de citoquinas y qui-
mioquinas en plasma relacionadas con su actividad o reclutamiento. La mo-
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dulación circadiana del sistema inmune varía en relación de si las especies son 
diurnas -como los humanos- o nocturnas -como roedores- (187, 188). Tal es 
el caso de los niveles de leucocitos en sangre que tienen sus niveles más altos 
durante el día en ratones pero estos niveles se dan en humanos por la noche, 
ambos coincidentes con la fase de descanso en ambas especies. En contrapo-
sición, los eritrocitos y las plaquetas no presentan fl uctuaciones en sus niveles 
en sangre. 
Es interesante destacar que el reclutamiento de leucocitos a tejidos en concre-
to a médula ósea y músculo esquelético, ocurre preferentemente al comienzo 
de la fase de actividad en modelos murinos (60). Este fenómeno se explica 
por una modulación temporal en los niveles de quimioquinas que favorecen 
el reclutamiento de leucocitos, en paralelo con las moléculas de adhesión que 
se expresan en las células endoteliales. Además, el reclutamiento de leucoci-
tos parece estar regulado específi camente en cada tejido: por ejemplo, en la 
médula ósea la expresión de las selectinas P y E, VCAM-1 y la quimioquina 
CXCL12 es rítmica con una expresión mayor a ZT13, sin embargo en teji-
dos como el músculo esquelético, las oscilaciones en la expresión afectan a 
ICAM-1 y Ccl2 (60, 93). Estos datos sugieren la existencia de una regulación 
circadiana en la migración de leucocitos específi ca de tejido, como se ha de-
mostrado en corazón, hígado y bazo (172-174).  
Existen además evidencias de una regulación en leucocitos de moléculas rela-
cionadas con migración y reguladas por el reloj molecular. Así, en monocitos 
infl amatorios la expresión del receptor CCR2 está regulada intrínsecamente 
por BMAL1 y controla la ritmicidad de los niveles y actividad de estos leu-
cocitos (179). Es importante destacar que en este estudio la disrupción de 
los ritmos de monocitos Ly6CHI resultó en un aumento en la severidad de la 
respuesta ante infecciones y en la sensibilidad a desarrollar enfermedad meta-
bólica. 
En conjunto la jerarquía de células del sistema hematopoyético desde HSPC 
hasta leucocitos maduros exhiben oscilaciones circadianas en sangre y presun-
tamente, en tejidos (187), lo que sugiere que la regulación circadiana del sis-
tema inmune y del hematopoyético podría tener un impacto en la progresión 
de determinadas enfermedades.
34
34Introducción
2. Regulación remota del nicho hematopoyético de mé-
dula ósea y nichos en periferia: fagocitos y metabolismo 
lipídico.
Existen evidencias que demuestran que la eliminación de neutrófi los en 
tejidos distintos a la médula ósea puede contribuir a la regulación del nicho 
hematopoyético de manera remota y en concreto, a la regulación de la gra-
nulopoiesis (189). En estos estudios se demostró que debido a la eliminación 
defectuosa de neutrófi los en ratones defi cientes en moléculas de adhesión 
estos animales desarrollaban neutrofi lia en sangre. El defecto en tráfi co de 
neutrófi los a órganos como el pulmón, el bazo y los nódulos linfáticos mesen-
téricos se correlacionó con una disminución en la fagocitosis de estas células 
por macrófagos y células dendríticas. Sin embargo, sólo existen evidencias in 
vitro de que la fagocitosis de neutrófi los inhibe la producción de IL-23, una 
citoquina que induce la producción de IL-17 en células T, lo que a su vez 
favorece la producción de G-CSF en médula ósea (189). Los autores de este 
trabajo especularon que el aumento anormal de G-CSF por este mecanismo 
favorecería una nueva ola de diferenciación y producción de neutrófi los, con-
tribuyendo a la neutrofi lia encontrada en sangre. 
Relacionado con estos hallazgos, recientemente se ha asociado el papel de los 
receptores nucleares LXRs (liver X receptors) con la regulación de este bucle de 
regulación de granulopoiesis. Ratones defi cientes en receptores LXR no eli-
minan correctamente neutrófi los que acaban acumulándose en sangre, bazo e 
hígado (190). Nuevamente, mediante ensayos in vitro los autores demostra-
ron que la ausencia de señalización a través de LXR favorece una producción 
mayor de IL-23 en células dendríticas, resultando en un aumento de IL-17 
por parte de células T y de G-CSF. Por tanto, la disfunción del eje IL-23/
IL-17/G-CSF podría explicar el fenotipo neutrofílico encontrado en estos 
animales.
Adicionalmente, ciertos receptores y moléculas que median la fagocitosis de 
neutrófi los preceden  la activación de receptores LXR, y están por tanto impli-
cados en la eliminación de neutrófi los. Ratones defi cientes en GAS6 –molé-
cula implicada en el reconocimiento del neutrófi lo apoptótico por fagocitos- 
o en su receptor MER desarrollan neutrofi lia, lo que sugiere una conexión 
entre defectos en clearance y granulopoiesis (190). Por otro lado, estudios 
recientes han demostrado el papel de los transportadores ABC de colesterol 
en la modulación del nicho hematopoyético. Utilizando animales defi cientes 
para los transportadores ABCA1 y ABCG1, Westerperp y colaboradores de-
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mostraron que en estos animales el aumento de los niveles de IL-23 en bazo 
se correlaciona con una mayor producción de G-CSF, una disminución de los 
niveles de CXCL12 en médula ósea y fi nalmente, una movilización de HSPC 
de este reservorio a sangre (191). 
Esta serie de estudios han desvelado por tanto una interesante conexión entre 
procesos fagocíticos y el metabolismo del colesterol en la regulación de los 
nichos hematopoyéticos. No existen sin embargo evidencias directas de este 
tipo de regulación en nichos de células madre hematopoyéticas o de otro tipo.

Objetivos
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El objetivo principal de este trabajo es analizar las consecuencias fi siológicas 
de la eliminación natural de neutrófi los envejecidos en el organismo. Los ob-
jetivos concretos del estudio son los siguientes:
1.   Estudiar  y  caracterizar el proceso de envejecimiento de neutrófi los in 
vivo.
2.    Evaluar la respuesta del nicho hematopoyético como paradigma del efec-
to de la eliminación de neutrófi los en la fi siología de los órganos donde se 
produce.
 3.   Analizar el fenómeno de eliminación de neutrófi los a nivel multiorgánico 
en ausencia de infl amación. 
Objetivos

Resultados
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1) Identifi cación y caracterización del proceso de envejecimiento 
de neutrófi los
Los neutrófi los son los leucocitos del linaje mieloide más abundantes y efec-
tores críticos de la defensa innata del organismo; en torno a 107 neutrófi los se 
generan diariamente en ratones. La generación de neutrófi los o granulopoie-
sis tiene lugar en la médula ósea, siendo este el principal reservorio de estas 
células, de donde se extravasan al torrente sanguíneo y a tejidos de forma 
constante.
Una característica clave de la biología de neutrófi los es su extremadamente 
corta vida media. En ausencia de estímulos infl amatorios, los neutrófi los cir-
culan en sangre tan sólo entre 6 y 12 horas. La elevada tasa de producción 
diaria de neutrófi los y una vida media reducida generan la necesidad fi siológi-
ca de un control muy preciso en la eliminación en condiciones homeostáticas 
de neutrófi los, un fenómeno que hemos defi nido como eliminación homeos-
tática o clearance. La desregulación de los mecanismos que promueven la 
eliminación de estas células podría tener consecuencias fatales para la vascu-
latura debido al potencial tóxico que caracteriza a los neutrófi los. En efecto, 
la actividad de los neutrófi los subyace a múltiples procesos de daño vascular 
agudo y crónico (192).
1.1 Identifi cación de neutrófi los envejecidos en circulación.
El proceso de envejecimiento de neutrófi los ha sido descrito previamente en 
neutrófi los derivados de médula ósea y envejecidos in vitro. En estos estudios 
se demostró que el envejecimiento artifi cial de neutrófi los ocurre en paralelo a 
un aumento de la expresión del receptor de membrana CXCR4 y un aumen-
to gradual en la apoptosis de estas células (90, 109). La adquisición de este 
fenotipo anticipa un mayor tropismo hacia CXCL12 -ligando de CXCR4- 
una quimioquina que se expresa constitutivamente en médula ósea (94). La 
migración a médula ósea de neutrófi los que expresan el receptor CXCR4 per-
mite su eliminación en este órgano (90). Por otro lado, la pérdida o shedding 
de selectina L (CD62L) también se ha relacionado con el envejecimiento de 
neutrófi los en conejo (193). 
En base a estos antecedentes decidimos investigar el perfi l de expresión de 
estos receptores en neutrófi los presentes en la sangre de ratones de fenotipo 
silvestre o wild-type (WT, de ahora en adelante). Razonamos que el proceso 
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de envejecimiento natural podría alterar la expresión de estos dos receptores 
en neutrófi los desde el momento en que se liberan de la médula ósea y hasta 
que son eliminados de la circulación. Usando citometría de fl ujo detectamos 
la población de neutrófi los en sangre en base a la expresión del receptor espe-
cífi co Ly6G+ (clon 1A8; (194)) y que constituye entre el 8-10% de los leu-
cocitos totales en circulación (Figura  1). A continuación, seleccionamos esta 
población y comparamos los niveles de expresión de los marcadores CXCR4 
y CD62L. Encontramos dos poblaciones en las muestras de sangre: la prime-
ra, con niveles altos de expresión de CXCR4 (CXCR4HI) y bajos para CD62L 
(CD62LLO) corresponde aproximadamente al 33% de los neutrófi los Ly6G+ 
en animales WT. La segunda expresa niveles CXCR4LOCD62LHI y constituye 
aproximadamente el 66% de los neutrófi los en circulación (Figura 1A). 
A continuación, observamos que la población CXCR4HICD62LLO se encon-
traba ampliamente expandida en la sangre de ratones donde la extravasación 
de neutrófi los está reducida (Figura 1B). Éste es el caso de los neutrófi los en 
ratones PEdKO que carecen de selectinas endoteliales P y E, y los neutrófi los 
de los ratones Fut7–/–  que carecen de la enzima fucosiltransferasa 7, la cual es 
requerida para la síntesis de ligandos funcionales de selectina (195, 196). La 
población de neutrófi los envejecidos aparecía incrementada hasta el 82% en 
ratones PEdKO y al 80% en ratones Fut7–/–  (Figura 1B).  
Por tanto, las células Ly6G+CXCR4HICD62LLO identifi can una población de 
neutrófi los cuyos niveles eran consistentes con un posible “envejecimiento” fi sio-
lógico en circulación. Así, en estos modelos murinos defi cientes para la extrava-
sación de neutrófi los el aumento de la población Ly6G+CXCR4HICD62LLO se 
???
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?
Figura 1: La población de neutrófi los CD62LLO está expandida en ratones con problemas en el tráfi co de neutrófi los.
A) Análisis por citometría de fl ujo de neutrófi los de sangre Ly6G+ para los marcadores CD62L y CXCR4 en animales WT. B) 
Sangre analizada por citometría de fl ujo procedente de animales PEdKO y Fut7−/− y cuantifi cación de la población de neutrófi los 
CD62LLO. N=5-8 ratones.
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explicaría porque permanecen retenidos en la circulación y no pueden ser elimi-
nados efi cientemente.
Para verifi car que el fenotipo alterado de los neutrófi los en estos ratones no se 
debiese simplemente a la presencia de citoquinas infl amatorias en la sangre de 
animales PEdKO y Fut7–/–  (Figura 2A) y (195) generamos y analizamos parejas 
de parabiontes. La parabiosis permite que dos animales compartan el sistema 
circulatorio, de modo que se permite la libre circulación de células sanguí-
neas entre animales genéticamente distintos (37). En estos experimentos el 
origen de las células que coexisten en el mismo animal de la pareja se puede 
determinar por la presencia de un gen reportero que diferencia los ratones en 
parabiosis (ej., transgenes Gfp, DsRed o haplotipo CD45.1). Conectamos la 
circulación de animales WT con controles WT, con ratones PEdKO y con 
ratones Fut7–/– . Seguidamente identifi camos los neutrófi los procedentes del 
animal WT y observamos que únicamente en el caso de ratones PEdKO (en 
los que la extravasación de neutrófi los es defi ciente por defectos en el endo-
telio) los neutrófi los WT adquirían el fenotipo CD62LLO, mientras que los 
neutrófi los WT presentes en un animal Fut7–/–  no adquirían el fenotipo (Figu-
ra 2B). Estos resultados demuestran que la adquisición del fenotipo CD62LLO 
es intrínseca a la célula y no depende de estímulos presentes en circulación. 
Tras identifi car estas poblaciones con un perfi l consistente con un proceso de 
envejecimiento fi siológico, buscamos demostrar si efectivamente la población 
más envejecida (CD62LLO) se originaba a partir de la población CD62LHI con 
el tiempo. Para ello, realizamos el seguimiento in vivo de neutrófi los a lo largo 
del tiempo. Purifi camos neutrófi los CD62LHI procedentes de un ratón WT 
CD45.1+ y los transferimos a un ratón recipiente WT CD45.2+, de modo 
que la presencia de distintas isoformas de CD45 permite discriminar el origen 
de cada célula. Observamos que gradualmente los neutrófi los CD62LHI  se 
convertían en CD62LLO de modo que a las 8 horas de la transferencia inicial, 
?
Figura 2: El fenotipo CD62LLO en neutrófi los no está determinado por un entorno infl amatorio.
A) Niveles de neutrófi los en sangre y G-CSF en plasma en animales WT, PEdKO, Fut7−/− y CD18−/− N=3 ratones. B) La expan-
sión de la población CD62LLO en animales PEdKO y Fut7−/−  se debe a un défi cit en la extravasación de neutrófi los. Los niveles 
de CD62L se cuantifi caron en ratones parabiontes WT-DsRed unidos a animales WT, PEdKO y Fut7−/− un mes después de la 
cirugía. Los histogramas son representativos de 7 parejas de parabiontes.
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la población de neutrófi los CD62LLO había desaparecido de sangre comple-
tamente. En contraposición, la inyección de neutrófi los CD62LLO proceden-
tes de la sangre de ratones PEdKO en animales WT no originó neutrófi los 
CD62LHI y su número descendió progresivamente en circulación (Figura 3A). 
En ambos escenarios se observó un aumento progresivo de la expresión del re-
ceptor CXCR4 en neutrófi los en circulación (Figura 3B).  Estos datos indican 
que la población de neutrófi los  CD62LHI  origina con el tiempo y de forma 
espontánea células CD62LLO, sugiriendo que este es un cambio asociado al 
envejecimiento de neutrófi los.
Para apoyar con una aproximación diferente estas conclusiones, decidimos 
seguir el fenotipo de los neutrófi los desde su aparición en sangre hasta su 
eliminación de la misma. Utilizamos dos abordajes distintos para testar esta 
idea. En el primero de ellos, inyectamos 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) 
en animales WT previamente tratados con anticuerpos bloqueantes de se-
lectinas endoteliales, con el fi n de evitar la extravasación de neutrófi los de 
sangre. BrdU se incorpora en todas las células en la fase S de síntesis del DNA 
del ciclo celular, por lo que permite el marcaje metabólico de progenitores 
mieloides que en sucesivas rondas de diferenciación darán lugar a neutrófi los 
maduros, los cuales entrarán a formar parte del conjunto de células en circu-
lación (Figura 3C). El análisis por citometría de fl ujo para determinar el patrón 
de CD62L en poblaciones discretas de neutrófi los marcados con BrdU mos-
tró que 48 horas después de su inyección la mayoría de los neutrófi los BrdU+ 
eran CD62LHI y que gradualmente se transformaban en CD62LLO, de modo 
que tras 120 horas todos los neutrófi los mostraban este fenotipo (Figura 3D) . 
En el segundo abordaje, marcamos con biotina in vivo la totalidad de células 
en circulación. La detección posterior por citometría de fl ujo de las células 
biotiniladas permitió confi rmar que los neutrófi los no biotinilados y que por 
tanto habían sido generados de novo y liberados al torrente sanguíneo, expre-
saban uniformemente niveles altos de CD62L (Figura 3F).
Estos resultados permiten concluir que la población de neutrófi los Ly6G+CX-
CR4HI CD62LLO corresponde inequívocamente al conjunto de neutrófi los 
que han envejecido fi siológicamente en circulación. Por contraposición, la 
población Ly6G+ CXCR4LO CD62LHI corresponde a aquellos que han per-
manecido poco tiempo en circulación tras abandonar la medula ósea (de-
nominados neutrófi los jóvenes). Estos resultados proveen además la primera 
demostración de que los neutrófi los sufren modifi caciones fenotípicas, un 
proceso que denominamos “envejecimiento”, durante las horas que perma-
necen en circulación.
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1.2 Caracterización fenotípica y molecular de neutrófi los envejecidos 
en circulación.
Estudios in vitro han demostrado que la eliminación de neutrófi los está pre-
cedida por un programa de muerte o apoptosis en estas células (110). Con el 
fi n de identifi car si el envejecimiento fi siológico de neutrófi los en circulación 
ocurre en paralelo con la apoptosis en estas células, se analizaron los niveles de 
fosfatidilserina en membrana de las poblaciones de neutrófi los frescos y enve-
jecidos, mediante su detección por unión a anexina V por citometría de fl ujo 
(Figura 4A). En paralelo, comparamos mediante western blot los niveles de la 
Figura 3: El fenotipo CD62LLO corresponde a neutrófi los envejecidos.
A) Esquema de los experimentos de transferencia de neutrófi los CD62LHI CD45.1+ y CD62LLO CD45.2+ en ratones recipientes 
GFP+. Los gráfi cos muestran el número absoluto de neutrófi los CD62LHI ó CD62LLO procedentes de los respectivos donan-
tes a distintos tiempos tras la inyección. El cuadrado en la esquina superior derecha, indica los cambios relativos de cada 
población. N=5 ratones. La estadística corresponde a los distintos tiempos respecto al tiempo inicial de transferencia (t=5 
minutos). B) Niveles de CXCR4 en las poblaciones de neutrófi los CD62LHI y CD62LLO tras la transferencia inicial (t=5 minutos) 
y la fi nal (t=480 minutos). N=5 ratones.  C) Esquema para el marcaje con BrdU de neutrófi los endógenos. La inyección de 
BrdU (2,5 mg/ratón) marca los precursores mieloides en ciclo en la médula ósea, los cuales pueden ser detectados 48 horas 
después en circulación. La inyección de anticuerpos bloqueantes para las selectinas P y E permite extender el tiempo que 
los neutrófi los marcados con BrdU pasan en circulación evitando su extravasación a tejidos. D) Plots de citometría de fl ujo de 
densidad y cuantifi cación de las frecuencias de neutrófi los Ly6G+ CD62LHI y CD62LLO  marcados con BrdU a distintos tiempos 
post-marcaje. N=5 ratones. La estadística es frente a los valores medios obtenidos en el tiempo de 48 horas. E) Inyección de 
1 mg de Sulfo-NHS-LC-biotina en animales WT. La biotina-NHS se une a los residuos –NH de las proteínas de membrana de 
los neutrófi los en circulación, permitiendo la identifi cación de neutrófi los frescos como CD62LHI (rectángulo gris) procedentes 
de médula ósea. Los neutrófi los CD62LLO son biotina+ (rectángulo rojo) lo que indica que ya estaban en circulación en el mo-
mento del marcaje. El plot de citometría representa los niveles de CD62L y la biotinilación de neutrófi los Ly6G+. N=5 ratones.
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proteína anti-apoptótica MCL1 y los niveles de caspasa 3 fragmentada (cC3) 
como indicadores de apoptosis. Este análisis se llevó a cabo en poblaciones de 
neutrófi los derivados de médula ósea envejecidos in vitro y neutrófi los trata-
dos con un estímulo pro-apoptótico (Roscovitina, Sigma) como controles. La 
comparación de los niveles de expresión de MCL1 y cC3 en estas poblaciones 
en neutrófi los frescos (CD62LHI) y envejecidos (CD62LLO) procedentes de 
sangre demostró que ninguno de los marcadores de apoptosis era positivo 
en neutrófi los en circulación (Figura 4B), indicando que el envejecimiento 
de neutrófi los en circulación es independiente del programa de muerte por 
apoptosis, al menos en condiciones basales no infl amatorias.
Además de esta caracterización, observamos que el núcleo polimorfo de neu-
trófi los presenta una mayor hipersegmentación en la población de neutrófi -
los envejecidos CD62LLO en animales WT, PEdKO y Fut7–/–  (Figura 4C). La 
población de neutrófi los envejecidos presenta asimismo un menor tamaño y 
complejidad celular (determinado por citometría de fl ujo) en comparación 
con neutrófi los de fenotipo joven (Figura 4D). Por tanto estos resultados su-
gieren que el envejecimiento en neutrófi los está asociado a fenómenos que 
alteran el tamaño y la granularidad de los neutrófi los en circulación. 
Por último caracterizamos por citometría de fl ujo el perfi l de expresión de 
determinados receptores de membrana (Figura 4E). En concreto, encontramos 
que los neutrófi los envejecidos presentan una expresión mayor de moléculas 
implicadas en migración como son las integrinas CD11b y CD49d, lo que 
sugiere una mayor capacidad migratoria para esta población. También en-
contramos una pequeña disminución en la expresión de CD47, que resulta 
interesante pues reducciones de esta molécula en superfi cie están asociadas 
con eliminación por fagocitosis (197).
Los niveles de leucocitos en sangre fl uctúan rítmicamente regidos por los 
ciclos de luz y oscuridad (es decir, muestran ritmos circadianos) (198). Los 
niveles de neutrófi los en sangre también presentan esta particularidad (Figura 
5B). El número de neutrófi los en sangre asciende rápidamente en el intervalo 
comprendido entre las 17 horas después del inicio del periodo de luz y las 12 
horas siguientes, o ZT17 y ZT5 en terminología circadiana.
Este abrupto aumento alcanza su valor máximo a ZT5 correspondiente a 
las 12 del mediodía, momento a partir del cual y hasta el inicio de un nue-
vo ciclo, el número de neutrófi los en circulación disminuye (Figura 5A y B). 
Los niveles de neutrófi los CXCR4HICD62LLO, también fl uctúan de forma 
circadiana. Observamos un mayor número de estas células en sangre a ZT5, 
mientras que su presencia es prácticamente indetectable entre ZT13 y ZT17 
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(Figura 5A). El hecho de que a ZT17 la totalidad de neutrófi los en sangre sea 
CXCR4LOCD62LHI y la evidencia de que los neutrófi los CD62LLO no dan 
lugar a neutrófi los CD62LHI (Figura 3A) demuestra que los neutrófi los CXCR-
4HICD62LLO no vuelven a entrar en circulación. Estas observaciones indican 
asimismo que las oscilaciones en el número total de neutrófi los circulantes 
se pueden explicar por la aparición y eliminación fi siológica o clearance de 
neutrófi los envejecidos.
Para estudiar si estas oscilaciones circadianas en modelos murinos  ocurren 
también en humanos, analizamos muestras de 12 donantes sanos procedentes 
de un ensayo clínico en el Hospital de La Princesa. Usamos CD16 para iden-
tifi car neutrófi los humanos y analizamos la expresión de CXCR4 y CD62L 
en distintos momentos del día. Observamos que en el análisis el perfi l de ex-
presión de neutrófi los envejecidos era muy parecido al encontrado en ratones 
(Figura 6). Igualmente, las fl uctuaciones circadianas en neutrófi los envejecidos 
??
?
Figura 4: Caracterización del fenotipo de neutrófi los envejecidos.
A) Porcentaje de neutrófi los CD62LHI y CD62LLO anexina positivos en la sangre de animales PEdKO analizado mediante cito-
metría de fl ujo. N=4 ratones/grupo. Las barras representan la media ± la desviación estándar de la media. B) Los neutrófi los 
CD62LLO no son apoptóticos. Niveles de la proteína MCL-1 y caspasa 3 segmentada (cC3) mediante western blot de lisados 
procedentes de neutrófi los CD62LLO y CD62LHI sorteados de sangre ó neutrófi los derivados de médula ósea control o tratados 
con roscovitina para inducir apoptosis. La membrana es representativa de 2 experimentos independientes. El carril izquierdo 
correspondiente al control de neutrófi los de M.O ha sido recortado de otra región de la membrana del mismo gel. C) Imágenes 
de microscopía de campo claro de aplastados de neutrófi los CD62LHI y CD62LLO purifi cados mediante sorting de sangre. La 
escala corresponde a 10 μm. La gráfi ca muestra la cuantifi cación de la hipersegmentación del núcleo de neutrófi los en ratones 
WT, PEdKO y Fut7−/−. N=3-4 ratones/genotipo. D) Niveles relativos de tamaño (forward scatter, FSC) y complejidad (side-sca-
tter, SSC) por citometría de fl ujo en neutrófi los CD62LLO y CD62LHI. Los valores del eje Y comienzan en el valor 100. N=6-8 
ratones. E) Expresión de distintos marcadores de membrana en las poblaciones CD62LLO y CD62LHI en sangre. Ratones PEdKO 
fueron tratados con 100 mg/kg de fucoidan para inducir la movilización de neutrófi los frescos procedentes de médula ósea. 
30 minutos después la sangre fue recogida y analizada por citometría de fl ujo para la expresión de CD62L con los marcadores 
indicados. Para el análisis de los niveles relativos de expresión los valores de la intensidad media de fl uorescencia fueron 
calculados del 20% de las células que expresan los niveles más altos de CD62L (CD62LHI, nube de puntos grises) ó del 50% 
de células que expresan los niveles más bajos de CD62L (CD62LLO, nube de puntos rojos) para cada muestra. 
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se mantienen en humanos. Estos resultados validan la utilización de los re-
ceptores CXCR4 y CD62L como marcadores para la detección de neutrófi los 
envejecidos y sugieren la conservación del fenómeno de envejecimiento en 
mamíferos.
Figura 5: Fluctuación circadiana de los niveles de neutrófi los.
A) Plots representativos de citometría de fl ujo donde se observan la oscilación en el porcentaje de neutrófi los en sangre CD-
62LLOCXCR4HI a lo largo del día. B) Cuantifi cación de los niveles totales de neutrófi los y de las poblaciones CD62LHI y CD62LLO, 
mostrando el periodo de eliminación (ZT5-13) y de movilización (ZT17-5) de neutrófi los a sangre. N=5-9 ratones. 
Figura 6: CD62L y CXCR4 identifi can la población de neutrófi los equivalente en humanos.
A) Plots representativos de citometría de fl ujo procedente de sangre de 12 voluntarios para la detección de neutrófi los (CD16+) 
frescos (CXCR4LOCD62LHI) y envejecidos (CXCR4HICD62LLO) recogidas a los tiempos indicados. B) Cuantifi cación de la fl uctua-
ción de neutrófi los envejecidos en muestras de sangre humanas. El mayor número de neutrófi los envejecidos en circulación 
se da a ZT9 en humanos con respecto a su mayor concentración a ZT5 en ratones (ver Figura 5B).  
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1.3 Migración de neutrófi los envejecidos a médula ósea.
La eliminación rítmica de neutrófi los envejecidos en sangre descrita ante-
riormente, plantea la cuestión del impacto que tiene la eliminación de neu-
trófi los en el órgano u órganos donde este proceso ocurre. El clearance de neu-
trófi los en condiciones basales ha sido previamente descrito en bazo, hígado 
y médula ósea (106, 110). 
En primer lugar centramos nuestra atención en la médula ósea como tejido 
principal de eliminación de neutrófi los. Este interés se debía a que al igual que 
la eliminación de neutrófi los de sangre ocurre de forma rítmica y regular, la 
modulación del nicho hematopoyético está sujeta a fl uctuaciones circadianas 
(60, 93). Dadas estas observaciones, planteamos explorar si la eliminación de 
neutrófi los y la regulación de la actividad del nicho hematopoyético estarían 
causalmente conectadas. 
Para caracterizar in vivo la eliminación de neutrófi los en médula ósea genera-
mos dos modelos murinos defi cientes condicionales para CXCR4, el receptor 
que media la migración de neutrófi los a médula ósea (90, 101). Usamos el 
sistema de recombinación Cre/loxP el cual permite la eliminación específi ca 
de fragmentos de DNA que se encuentran fl anqueados por sitios loxP por 
acción de la recombinasa Cre (199). En el primer modelo, cruzamos ratones 
CXCR4f/f y LysMCre (de ahora en adelante, ratones MR4) lo que permite 
la eliminación de CXCR4 en células LysM+ del linaje mieloide (neutrófi -
los, monocitos y macrófagos). Este modelo fue el empleado durante el pri-
mer bloque de experimentos que se presentan en esta tesis. El segundo, más 
específi co de neutrófi los, fue generado a partir de cruces entre CXCR4f/f y 
hMRP8-GfpCre (de ahora en adelante, NR4) y fue empleado para el resto de 
experimentos que se incluyen en el segundo y tercer capítulos de esta tesis. A 
modo de comparativa se muestran los niveles de neutrofi lia, perfi l de neutró-
fi los envejecidos, e imágenes representativas procedentes de aplastados celula-
res de neutrófi los en los dos modelos (Figura 7).
Como habíamos anticipado, los neutrófi los procedentes de animales MR4 ó 
NR4 no infi ltraban específi camente la médula ósea pero sí en bazo, hígado u 
otros tejidos (Figura 8 y 26). Ambos modelos presentan neutrófi los con feno-
tipo envejecido CD62LLO e hipersegmentación nuclear (Figura 7), por lo que 
resultan una herramienta útil para el estudio de la migración de neutrófi los 
envejecidos dependiente del receptor CXCR4. En particular, nos permiten 
estudiar las consecuencias de la eliminación fi siológica de neutrófi los en mé-
dula ósea, como se detalla en el siguiente apartado.
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2) Eliminación de neutrófi los en médula ósea y regulación 
del nicho hematopoyético. 
La médula ósea es el lugar donde residen las células madre y progenitores 
hematopoyéticos (HSPC), proporcionando un ambiente rico en factores tró-
fi cos y reguladores que modulan el estado quiescente o de diferenciación de 
estas células (124). 
Las HSPC se localizan en asociación con células de origen endotelial y estro-
mal, en contacto con vasos sanguíneos (arteriolas y sinusoides) que irrigan la 
médula ósea. Como consecuencia de esta localización las HSPC pueden ser 
rápidamente movilizadas al torrente sanguíneo en condiciones homeostáticas 
y/o en respuesta a estrés. Diversos estudios han demostrado que la elimina-
ción de uno o varios de los componentes del nicho hematopoyético tiene 
como resultado la movilización de HSPC al torrente sanguíneo. Por ejemplo, 
la eliminación de macrófagos (149) o de células reticulares CXCL12 (CX-
CL12-abundant reticular cells ó células CAR) (92), resulta en la movilización 
de progenitores de médula ósea. La quimioquina CXCL12 es esencial para 
la retención de HSPC en médula ósea y la eliminación condicional del gen 
Cxcl12 en distintas poblaciones estromales induce la movilización de precur-
sores hematopoyéticos (128, 129). 
En los siguientes experimentos investigamos los posibles efectos que el clea-
rance de neutrófi los induce sobre la actividad del nicho hematopoyético 
de médula ósea. Para ello usamos un ratón reportero para la expresión de 
CXCL12 (Cxcl12Gfp) (142).
Figura 7: Caracterización de ratones defi cientes para CXCR4 en neutrófi los.
A) Expresión de CXCR4 en neutrófi los circulantes procedentes de ratones WT (histograma gris), MR4 y NR4 (histogramas 
rojos). Las líneas discontinuas marcan el control de isotipo. Todos los animales fueron sangrados a ZT5. N=3 ratones/grupo. 
B) Niveles de neutrófi los totales y CD62LLO en la sangre de animales WT, MR4 y NR4. C) Imagen de microscopía de campo 
claro y cuantifi cación de la hipersegmentación del núcleo en ambos modelos. N=3 ratones/grupo. 
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2.1 Modulación local del nicho hematopoyético por neutrófi los enve-
jecidos. 
La quimioquina CXCL12 se expresa mayoritariamente en células CAR y 
en progenitores mesenquimales que expresan la proteína nestina (138, 142). 
Para estudiar alteraciones en los niveles de CXCL12 relacionados con la mi-
gración de neutrófi los a este órgano, analizamos a continuación las poblacio-
nes celulares que producen CXCL12 o expresan nestina en médula ósea. 
Si la eliminación rítmica de neutrófi los afecta al nicho hematopoyético es-
peraríamos variaciones en el tamaño de éste en distintos momentos del día. 
Usando ratones Cxcl12Gfp observamos en primer lugar que la frecuencia y el 
número absoluto de células CAR (defi nidas por citometría de fl ujo como 
CD45NEGTer119NEGCD31NEGGFPHI) oscila periódicamente con valores más 
elevados a ZT9, indicando que existen variaciones en el tamaño del nicho a 
distintas horas del día (Figura 9A). A continuación, evaluamos las consecuen-
cias directas del clearance de neutrófi los sobre estos componentes celulares. 
Para ello, eliminamos los neutrófi los en circulación mediante inyección con 
anticuerpo anti-Ly6G (194) y analizamos la médula ósea de ratones Cxcl12Gfp 
a ZT5 (12 horas). La eliminación de neutrófi los produjo un aumento del nú-
mero de células CAR y osteoblastos (CD45NEGTer119NEGCD31NEGGFPLO) sin 
que se produjesen cambios en la celularidad total de la médula ósea (Figura 9B). 
El aumento en el número de células CXCL12+ que forman parte del nicho 
hematopoyético ocurrió en paralelo a un aumento en los niveles de transcrip-
ción de Cxcl12 así como en los niveles de proteína en la médula ósea de los 
animales cuyos neutrófi los habían sido eliminados (Figura 9C). Sin embargo, 
esta reducción no produjo cambios en el número de células nestina (determi-
nados en ratones NestinGfp; (Figura 9D), indicando que la regulación de neutró-
Figura 8: Capacidad migratoria de neutrófi los Fut7−/− y MR4 a distintos órganos. 
A) Dependencia de ligandos de selectina (Fut7) y CXCR4 para la migración a M.O, hígado y bazo. La migración de neutrófi los 
de M.O procedentes de ratones Fut7−/− y MR4 (barras negras o PMN experimentales) fue evaluada frente a la de neutrófi los WT 
DsRed (barras blancas o PMN competidor) inyectadas en una mezcla 1:1 en ratones WT recipientes. N=6 ratones por grupo. 
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fi los en nicho está dirigida específi camente a células CAR. 
Mediante ensayos de proliferación con BrdU observamos además que el au-
mento en la proporción de células CAR se explica por un aumento en la tasa 
de proliferación de estas células. La proliferación no afectaba sin embargo 
los niveles de transcripción de Cxcl12 en células CAR purifi cadas (Figura 9E). 
Estos resultados revelan una regulación del nicho hematopoyético por parte 
de neutrófi los que resulta en cambios en la producción de CXCL12 de las 
células CAR.
Los niveles de CXCL12 en médula son determinantes para la retención de 
HSPC dentro de este compartimento. Reducciones en los niveles de esta qui-
mioquina en condiciones basales o de movilización de HSPC inducidas con 
tratamiento farmacológico promueven la movilización de HSPC de médula 
a sangre (92, 93). En nuestros experimentos observamos que los animales 
Figura 9: La eliminación de neutrófi los circulantes aumenta la capacidad retentiva del nicho hematopoyético.
A) Número absoluto y porcentaje de células CAR en la M.O de ratones Cxcl12Gfp a ZT1 y ZT9. N=8 ratones por grupo. B) Plots 
representativos de citometría de fl ujo y números relativos de células de M.0 nucleadas (CMON) y células CAR (verde) en la 
M.O de ratones Cxcl12Gfp tratados con rIgG ó anti-Ly6G (1A8). Las muestras de M.O fueron analizadas a ZT5 (n=9 ratones). 
C) Niveles de proteína y transcripción de Cxcl12 en la M.O de los grupos analizados en B). N=7-9 ratones. D) Análisis por 
citometría de fl ujo de la M.O de animales Cxcl12Gfp y NestinGfp para cuantifi car el número de células CD45NEGCD31NEGGFPLO 
(osteoblastos), CAR y células nestina+. Las barras representan un aumento en el número absoluto y la frecuencia de células 
GFPLO pero no en las células nestina+ de animales tratados con Ly6G. N=4-6 ratones por grupo. E) Efecto de la eliminación 
de neutrófi los circulantes en el porcentaje de osteoblastos y CAR proliferando (BrdU+) y en la expresión relativa de Cxcl12 en 
la M.O de ratones Cxcl12Gfp. N= 9 ratones.
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tratados para la eliminación de neutrófi los con el anticuerpo anti-Ly6G pre-
sentaban una reducción del 60% de progenitores en circulación, medido por 
los niveles de unidades formadoras de colonias en cultivo (CFU-C) y por 
análisis por citometría de fl ujo de los niveles de precursores hematopoyéti-
cos (defi nidos como LinNEGSca1+cKit+Th y1LOFlk2NEG o LSKTF) (Figura 10A). 
Estos cambios se observaron también en la disminución de células hemato-
poyéticas con capacidad de reconstitución a largo plazo presentes en sangre 
en condiciones basales. Ensayos de reconstitución competitiva en animales 
transplantados con una mezcla de sangre procedente de animales control o 
tratados con anti-Ly6G demostraron una reconstitución hematopoyética tras 
16 semanas signifi cativamente reducida en el grupo de animales tratados con 
anti-Ly6G (Figura 10B-D). Estos experimentos indican por tanto que la elimi-
nación de neutrófi los previene la movilización homeostática de progenitores 
y células madre hematopoyéticas a circulación.
Los datos anteriores sugieren que la capacidad retentiva del nicho en animales 
con niveles reducidos de neutrófi los está incrementada como consecuencia 
Figura 10: La eliminación de neutrófi los disminuye el número de HSPC en circulación.
A) Número de CFU-C en sangre y células LSK en la médula ósea de animales control rIgG y tratados para la eliminación de 
neutrófi los (1A8) y células T (anti-CD4, clon GK1.5). Las muestras fueron analizadas a ZT5. N=5-16 ratones. B) Esquema que 
representa la estrategia seguida para los ensayos de reconstitución de médula ósea con donantes de sangre control o tratados 
con anti-Ly6G.  C) Porcentaje de leucocitos en sangre en animales transplantados con HSC presentes en la circulación de ani-
males control (rIgG) o tratados con anti-Ly6G. La cuantifi cación representa la reconstitución de leucocitos totales procedentes 
de cada haplotipo (CD45.2/CD45.1) durante 16 semanas. N=5 ratones/grupo. D) Esquema experimental y cuantifi cación del 
número de HSC más primitivas en los grupos mostrados en A.  Mediante citometría de fl ujo se identifi caron las poblaciones 
enriquecidas en HSC (LINNEG Sca-1+ cKit+, ó LSK) y progenitores LINNEG Sca-1+ cKit+ Thy1.2+ Flk2NEG (LSKTF). El número de HSC 
/ ml de sangre fue calculado utilizando el número de leucocitos totales. N=8 ratones/grupo.
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del aumento de los niveles de CXCL12. Para correlacionar estos datos con su 
disminución en sangre cuantifi camos los niveles de HSPC en médula ósea. 
Observamos que la eliminación de neutrófi los ocasionaba un aumento en el 
número de células LSK (Figura 10A). Este cambio en la distribución de HSPC 
estaba específi camente asociado a neutrófi los, ya que la eliminación de células 
T usando un anticuerpo contra CD4 no produjo las alteraciones en los nive-
les de progenitores. Como control adicional a estos experimentos y para ex-
cluir posibles efectos citotóxicos del anticuerpo sobre la población de HSPC, 
tratamos animales Fut7–/–  con el mismo régimen de anticuerpo anti-Ly6G. 
Observamos que la eliminación de neutrófi los en este modelo no inducía 
cambios en la distribución de HSPC en sangre y médula ósea, confi rmando 
así la falta de toxicidad del tratamiento (Figura 11) y reforzando la hipótesis de 
que el tráfi co intacto de neutrófi los a médula ósea, el cual está parcialmente 
impedido en ratones Fut7–/–  (Figura 8A), es necesario para la modulación local 
del nicho hematopoyético.
En conjunto estos resultados confi rman que la eliminación de neutrófi los cir-
culantes altera la distribución de progenitores hematopoyéticos entre médula 
ósea y sangre.
Dado lo inesperado de estos hallazgos y para confi rmarlos usando una apro-
ximación diferente, evaluamos las alteraciones del nicho hematopoyético en 
respuesta a transferencia de neutrófi los purifi cados. Neutrófi los derivados de 
médula ósea  previamente envejecidos in vitro se inyectaron en animales WT. 
El análisis de la médula ósea de estos animales por citometría de fl ujo mostró 
una reducción parcial del número de células CAR (Figura 12A), acompañada 
de una reducción signifi cativa de los niveles de quimioquina CXC12 (Figura 
12B). Estos resultados se correlacionaron con un aumento de 2,4 veces el 
número de CFU-C y precursores LSKTF en sangre (Figura 12D), sin cambios 
en el número de leucocitos maduros (Figura 12C). Esta respuesta se pudo re-
producir al inyectar neutrófi los CD62LLO derivados de sangre (Figura 12C). 
Sin embargo, la movilización de HSPC no se produjo al transferir leucocitos 
???
Figura 11: Efecto de la eliminación de neutrófi los en animales Fut7−/−
A) Niveles de progenitores CFU-C en la sangre de animales WT y Fut7−/− control (rIgG) y tratados con anti-Ly6G. N=8 ratones/
grupo. Los valores han sido normalizados al grupo control (rIgG) en cada caso.
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totales de sangre privada de neutrófi los, indicando de nuevo la especifi cidad 
de esta respuesta a neutrófi los (Figura 12E).
Para determinar si la exposición crónica a un elevado número de neutrófi los 
envejecidos podría modular el nicho hematopoyético en médula ósea, co-
nectamos quirúrgicamente la circulación (parabiosis) de ratones WT Tg-Gfp 
y ratones PEdKO, cuya sangre está enriquecida en neutrófi los envejecidos 
(Figura 13A). Un mes después analizamos los niveles de progenitores hemato-
poyéticos de origen WT -distinguibles por la expresión de la proteína GFP- y 
se observó un incremento de 3 veces el número de CFU-C con respecto al 
basal encontrado en parejas WT-WT. No se observaron sin embargo cambios 
en los niveles de progenitores derivados del animal PEdKO, indicando que la 
movilización de neutrófi los a través de un endotelio intacto precede la movi-
lización de HSPC (Figura 13B). 
En estos experimentos sin embargo era posible que la movilización de pre-
cursores WT se debiese a la presencia de citoquinas movilizadoras descritas 
en la sangre del ratón PEdKO (195). En nuevos ensayos de parabiosis encon-
tramos que la elevación en el número de progenitores observada en animales 
WT no es consecuencia de la presencia de agentes movilizadores en la sangre 
del animal PEdKO ni de la transferencia pasiva de neutrófi los procedentes del 
animal PEdKO al WT. En efecto, al conectar la circulación de ratones WT 
Figura 12: Modulación del nicho hematopoyético por transferencia de neutrófi los.
A) Plots representativos de citometría de fl ujo y números relativos de células CAR (región en verde) y células de M.O nucleadas 
(CMON) en ratones Cxcl12Gfp tratados con suero salino o con neutrófi los. La M.O de estos animales fue analizada a ZT1. N=7-
10 ratones/por grupo. B)  Niveles de CXCL12 en el fl uido extracelular de M.O de los grupos mostrados en A). N=10-14 ratones. 
C) Número de progenitores CFU-C en la sangre de ratones tratados con neutrófi los derivados de médula ósea ó sangre, o con 
leucocitos de sangre donde la población de neutrófi los ha sido eliminada (no PMN). Las muestras fueron analizadas a ZT1. Los 
niveles basales de CFU-C en sangre son diferentes a los mostrados en la Figura 10A porque las muestras fueron recogidas 
a distintos tiempos, ZT5 y ZT1, respectivamente. N=6-14 ratones. D) Esquema experimental y efecto de la transferencia de 
neutrófi los en HSC primitivas, analizadas como la Figura 10D. N=9 ratones por grupo. E) Sólo los progenitores hematopoyé-
ticos (CFU-C) se ven afectados por la transferencia de neutrófi los. Los neutrófi los fueron transferidos a ZT13 y las muestras 
recogidas a ZT1. N=6-9 ratones por grupo.
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con animales Fut7–/– , cuyos niveles G-CSF en plasma y neutrofi lia son com-
parables a los de ratones PEdKO (Figura 2A), no observamos un aumento de 
progenitores en circulación (Figura 13D). Esto se explica porque los neutrófi los 
Fut7–/–  tienen comprometida la migración a tejidos (Figura 8 y 26). Además 
cuando la pareja parabionte estaba compuesta por ratones WT y MR4 no 
observamos movilización de progenitores derivados del animal WT, lo que 
demuestra que los neutrófi los requieren la entrada en médula ósea mediada 
por el receptor CXCR4 para modular el nicho hematopoyético (Figura 13A). 
En resumen estos datos demuestran que las elevaciones en los niveles de neu-
trófi los, bien agudas (transferencia) o crónicas (parabiosis) promueven la mo-
vilización de progenitores hematopoyéticos a sangre, mientras que la ausen-
cia de neutrófi los induce su acumulación en médula ósea. Los datos indican 
asimismo que la entrada de estos neutrófi los a médula ósea es esencial para 
inducir esta movilización.
Para dar un contexto funcional a nuestras observaciones en el nicho realiza-
mos ensayos de migración de progenitores y células madre hematopoyéticos 
a médula ósea, en paralelo con ensayos de movilización inducida farmacoló-
gicamente. En estos experimentos testamos la capacidad del nicho de ratones 
con distintos tratamientos para atraer o retener HSPC, respectivamente. Me-
diante microscopia intravital y citometría de fl ujo observamos que la migra-
ción de células 32D (línea celular promielocítica) y células LSK a médula ósea 
de calvaria y  hueso femoral, se encontraba aumentada un 40% en animales 
tratados con anti-Ly6G (Figura 14A y B). Además, las células que migraban a 
médula ósea se localizaban principalmente en zonas enriquecidas en células 
CAR (Figura 14D). Estos resultados confi rman funcionalmente el aumento de 
células CAR tras la eliminación de neutrófi los (Figura 9B). 
Figura 13: Modulación del nicho hematopoyético por exposición crónica a neutrófi los envejecidos.
A) Esquema de los experimentos de parabiosis y número de CFU-C de sangre procedentes del animal WT Tg-Gfp un mes 
después de la cirugía con los mutantes que se muestran en la leyenda. N=5-12 parejas de parabiontes total. 
B) Número de CFU-C presentes en animales WT o en los mutantes conectados mediante parabiosis a animales WT Tg-Gfp. Los 
valores corresponden a las parejas de los animales mostrados en A). La línea de puntos indican los niveles basales de estos 
animales en condiciones de no parabiosis. N=5-12 parejas de parabiontes.
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Para los ensayos de movilización, eliminamos neutrófi los en un grupo de ra-
tones y posteriormente tratamos con un agente movilizador (el antagonista 
de CXCR4, AMD3100) (159). Este tratamiento produjo un aumento del 
40% en los niveles de HSPC movilizados a sangre comparado con animales 
en los que los neutrófi los no habían sido eliminados (Figura 14E). Este aumen-
to en el número de progenitores movilizados se podría explicar por el hecho 
de que la eliminación de neutrófi los genera un nicho con mayor número de 
precursores movilizables (Figura 10A); no podemos descartar sin embargo que 
la eliminación de neutrófi los promueva una reordenación física del propio 
nicho y aumente el reservorio de progenitores susceptible de ser movilizados. 
En conjunto, estos resultados indican que la regulación del nicho hemato-
poyético en condiciones homeostáticas requiere la migración activa de neu-
trófi los circulantes a médula ósea a través de mecanismos dependientes de 
selectinas y CXCR4.
Figura 14: Los neutrófi los modulan la capacidad del nicho hematopoyético de atraer y retener progenitores hematopoyéticos.
A) Imágenes representativas de la migración de células 32D (en verde) a M.O y vasos sanguíneos (rojo) en ratones control y 
tratados con Ly6G (1A8). La escala representa 100 μm. B) Cuantifi cación de las células que han migrado por área de vaso 
sanguíneo a la M.O de ratones control (rIgG) o cuyos neutrófi los han sido eliminados (1A8). Estos valores fueron obtenidos de 
los experimentos mostrados en A). N=4-5 ratones. C) Número relativo de células  LSK de M.O de un donante DsRed+ que se 
asientan en la M.O de ratones control (rIgG) o de ratones tratados para la eliminación de neutrófi los (anti-Ly6G 1A8). Valores 
analizados por citometría de fl ujo. N=5-6 ratones. D) Células de M.O del donante DsRed+ (rojo, CMON) migran y se asientan 
en áreas exclusivamente enriquecidas en células que producen CXCL12 (verde). El recuadro inferior a la izquierda denota la 
autofl uorescencia en verde del hueso que puede ser excluida posteriormente por el canal azul, que destaca mediante la adqui-
sición de señal segundo harmónico del hueso. Los paneles de la izquierda se muestran superpuestos en la imagen de mayor 
tamaño de la derecha. Las imágenes son representativas de 4 ratones Cxcl12Gfp analizados mediante microscopía intravital 
multifotón. La escala representa 100 mm. E) Movilización de animales control (rIgG) o tratados con anti-Ly6G (1A8) y tratados 
posteriormente con AMD3100. N=5-6 ratones. 
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2.2 Mediadores moleculares y celulares de la regulación del nicho 
hematopoyético: macrófagos residentes, células productoras de 
CXCL12 y receptores nucleares LXR.
Los resultados de los experimentos de parabiosis demuestran que la migra-
ción de neutrófi los a médula ósea es necesaria para la modulación del nicho 
hematopoyético. 
Con el fi n de investigar los mecanismos responsables de esta modulación, 
realizamos microscopía de alta resolución en la médula ósea. Mediante laser 
scanning cytometry analizamos por microscopía de fl uorescencia la localiza-
ción de neutrófi los DsRed+ extravasados en la médula femoral de animales 
Cxcl12Gfp. Esta técnica permite construir un panel de imágenes que se pueden 
unifi car para examinar la estructura de un órgano completo con resolución 
microscópica. De esta manera pudimos discriminar los neutrófi los (DsRed+), 
los macrófagos (CD169+), las células CAR (mediante la expresión de GFP) y 
el hueso (mediante el láser segundo harmónico). Mediante esta técnica cuan-
tifi camos la distancia entre los neutrófi los eliminados en médula ósea y otras 
células o estructuras de interés dentro de este órgano. 
Independientemente de su origen, los neutrófi los transferidos se localizaron 
en proximidad o contacto directo con macrófagos residentes de médula ósea 
identifi cados como células CD169+ (40% en contacto directo y el 78% de los 
neutrófi los a una distancia inferior de 20 μm) (Figura 15A y B). Sin embargo, 
no detectamos una migración preferencial de neutrófi los a células CAR o a 
la zona endosteal -en contacto con la superfi cie ósea-. Mediante microscopía 
multifotón en la médula ósea de calvaria en animales vivos pudimos con-
fi rmar que los neutrófi los que infi ltran la médula establecen interacciones 
dinámicas y frecuentes con macrófagos en médula ósea pero no con células 
CAR (Figura 15C).
Dado que estudios anteriores han demostrado la eliminación por fagocitosis 
de neutrófi los en médula ósea (110) consideramos la posibilidad de que los 
neutrófi los que migran a médula ósea fuesen fagocitados por macrófagos. 
Para comprobar esta posibilidad, diseñamos un sistema de detección de fago-
citosis por citometría de fl ujo que permitiese cuantifi car aquellas células que 
fagocitan neutrófi los. Se transfi rieron neutrófi los CD62LHI y CD62LLO mar-
cados con CFSE a ratones WT y 4 horas después se analizó el número de cé-
lulas CFSE+ en las poblaciones Gr1+F4/80NEG, correspondiente a neutrófi los 
extravasados en médula ósea, y Gr1NEG F4/80HI, que identifi caría macrófagos 
que han fagocitado neutrófi los (Figura 15D). Un 8% de los neutrófi los analiza-
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dos se encontraban asociados con macrófagos y un 0,4% de los macrófagos de 
médula ósea fagocitaban neutrófi los. Sorprendentemente, encontramos que 
aunque ambas poblaciones de neutrófi los, CD62LHI y CD62LLO, migraban 
con igual efi ciencia a médula ósea, los neutrófi los CD62LLO eran fagocitados 
un 73% más efi cientemente que los neutrófi los jóvenes CD62LHI (Figura 15E). 
Estos resultados indican la existencia de una fagocitosis preferencial de neu-
trófi los envejecidos una vez que entran en la médula ósea. 
La eliminación de neutrófi los por macrófagos en médula ósea planteó la posi-
bilidad de que la modulación de nicho hematopoyético tuviese lugar a través 
de la actividad fagocítica de estas células. Para testar esta hipótesis, elimina-
mos macrófagos de la médula ósea de ratones vivos mediante la inyección de 
liposomas cargados con clodronato (149) (Figura 16A y B). Comprobamos que 
en el momento del análisis la población de macrófagos seguía efi cientemente 
reducida mientras que los niveles basales de progenitores circulantes no esta-
Figura 15: Interacción y fagocitosis en la médula ósea de macrófagos y neutrófi los eliminados de sangre. 
A) Secciones de la médula femoral de ratones Cxcl12Gfp inyectados con neutrófi los envejecidos DsRed+. La escala representa 
10 μm. B) Representaciones gráfi cas que muestran las distancias entre neutrófi los que han migrado a médula ósea y la su-
perfi cie del hueso, a macrófagos CD169+ ó a células CAR. La cuantifi cación de las distancias medias así como la frecuencia 
de estas interacciones aparecen representadas en las barras horizontales. N=198 neutrófi los de 3 ratones. C) Imágenes 
procedentes de microscopía intravital de neutrófi los DsRed+ en la M.O de ratones Cxcl12Gfp. Las líneas amarillas indican 
la trayectoria durante 50 minutos de un neutrófi lo (cabeza de fl echa naranja a t=0) que secuencialmente se dirige hacia 
dos macrófagos (cabeza de fl echa blanca a t=0) pero no hacia células CAR (verde). Las líneas punteadas en el panel de la 
esquina izquierda delimitan los vasos sanguíneos. Escala = 10 μm. D) Estrategia por citometría de fl ujo para la detección de 
neutrófi los CD62LHI y CD62LLO que han migrado o han sido fagocitados por macrófagos de M.O. Neutrófi los de los dos subtipos 
fueron marcados con CFSE, mezclados en cantidades proporcionales y transferidos en recipientes WT. La médula ósea de 
los animales recipientes fue recogida 4 horas después e incubada con los anticuerpos correspondientes para la detección 
de neutrófi los que habían migrado (Gr1HI F4/80LO/NEG; plots superiores) y aquellos que habían sido fagocitados (Gr1NEG F4/80+; 
plots inferiores). Un control no inyectado se incluyó en todos los análisis para discriminar las poblaciones. E) Cuantifi cación 
de migración y fagocitosis competitiva de neutrófi los CD62LHI y CD62LLO marcados con CFSE en médula ósea. N=5 ratones.
?
?
?? ???
??? ???
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ban alterados. En estas condiciones, repetimos la transferencia de neutrófi los 
con el fi n de determinar la respuesta del nicho hematopoyético en ausencia de 
macrófagos. Sorprendentemente, no observamos alteraciones en los niveles 
de progenitores en circulación ni en los niveles de CXCL12 en médula ósea 
observados en presencia de macrófagos (Figura 16C). Estos resultados demues-
tran un papel fundamental de macrófagos medulares para la modulación del 
nicho hematopoyético en respuesta a la eliminación de neutrófi los envejeci-
dos.
Los receptores nucleares LXR han sido identifi cados como reguladores trans-
cripcionales de la respuesta anti-infl amatoria en macrófagos tras la fagocitosis 
de células apoptóticas (190, 200). En médula ósea,  encontramos que los ma-
crófagos son la población de origen hematopoyético que mayoritariamente 
expresa los genes codifi cantes para estos receptores, si bien también detecta-
mos expresión de ambas isoformas (LXR α y β) en osteoblastos, células CAR, 
endotelio y células estromales (Figura 17A). 
Para investigar si la activación de receptores LXR era responsable de la mo-
dulación observada en nicho hematopoyético, analizamos en primer lugar la 
100-150 l
Figura 16: Los macrófagos medulares son necesarios para la respuesta del nicho a neutrófi los. 
A) Imágenes de microscopía intravital multifotón en ratones Cxcl12Gfp inyectados con 50 mg de dextrano (10KDa) conjugado 
con el fl uorocromo Alexa 647. El hueso aparece en azul y las células CAR se visualizan mediante la expresión de GFP en 
verde. Las células marcadas con dextrano se visualizan en el canal rojo lejano (blanco). Estructuras pertenecientes a células se 
visualizan a medida que el dextrano difunde en el parénquima, 10 minutos después de su inyección (izquierda, ratón control). 
Estas estructuras desaparecen en ratones tratados con liposomas cargados clodronato (derecha), indicando que el dextrano 
marca macrófagos. Escala= 50 μm. B) Esquema del protocolo utilizado en el experimento de eliminación de macrófagos con 
clodronato. Médula ósea (M.O). C) CFU-C de sangre y niveles de la proteína CXCL12 en la M.O de ratones control tratados con 
suero salino o con clodronato (clod) para la eliminación de macrófagos seguido de la inyección de 106 neutrófi los. N=5 ratones.
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expresión de genes diana de receptores LXR en la médula ósea durante ciclos 
de luz y oscuridad. Estudiamos en particular la expresión a nivel transcripcio-
nal de los genes Abca1 y Mertk, dos genes que se expresan tras la activación de 
receptores LXR y que han sido previamente implicados en fagocitosis y en el 
transporte reverso de colesterol (200). Observamos que ambos genes presen-
tan oscilaciones circadianas en su expresión y que además tenían un patrón en 
antifase con los niveles de neutrófi los en sangre (Figura 17B). Las oscilaciones 
en los niveles de expresión de estos genes precedían además la disminución de 
los niveles de expresión de Cxcl12 en médula ósea (Figura 17C), estableciendo 
una posible relación entre la activación de LXR y la modulación de la activi-
dad del nicho hematopoyético en condiciones fi siológicas.
Para determinar si la activación de los receptores LXR era sufi ciente para 
inducir la reducción en la actividad del nicho hematopoyético y promover la 
movilización de progenitores a sangre se trataron animales WT con el ago-
nista sintético de LXR, GW3965 (201). Este tratamiento resultó en la re-
ducción de los niveles de expresión de Cxcl12 y el aumento esperado de los 
niveles de expresión de Abca1. En consonancia con estos cambios, observa-
Figura 17: Requerimiento de receptores nucleares LXR para la modulación del nicho hematopoyético. 
A) Expresión relativa de los genes codifi cantes para LXR α y β en distintas poblaciones de la M.O. M.O. total (M.Ot), células 
estromales (CD45NEGTER119NEGCD31NEG), células endoteliales (CD45NEGTER119NEGCD31+), progenitores LSK, neutrófi los (PMN), 
células productoras de CXCL12 (CD45NEGTER119NEGCD31NEGGFPHI y GFPLO) y macrófagos (Macs). Las muestras proceden de 2 
experimentos independientes donde las muestras fueron mezcladas para cada tipo celular. B) Niveles relativos de expresión 
génica de Mertk y Abca1 a diferentes ZT a lo largo del día. La línea de puntos indica los niveles de neutrófi los en sangre. Los 
rectángulos en gris delimitan los periodos de oscuridad. N=4-9 ratones por tiempo. C) Análisis de los niveles de transcripción 
de Cxcl12 y Abca1 en la M.O de animales WT a distintos tiempos ZT a lo largo del día. La expresión de ambos genes sigue 
fl uctuaciones circadianas desplazadas 8 horas entre sí aproximadamente. Los rectángulos grises indican periodos de oscuri-
dad. N=5-9 ratones por tiempo. D) Niveles de los transcritos de Cxcl12 y Abca1 en la M.O y número de CFU-C en la sangre 
de animales WT tratados con vehículo control (PBS-DMSO) o con el agonista de LXR, GW3965. N=5 ratones. E) Número de 
CFU-C en la sangre y niveles de CXCL12 en M.O de animales WT y ratones defi cientes para los receptores LXR (LXRdKO) tras 
la inyección de 106 neutrófi los. Las muestras fueron analizadas a ZT1. N=7-9 ratones.
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mos un aumento del número de progenitores en sangre a ZT1 (8 am) que era 
similar al producido por transferencia de neutrófi los envejecidos (Figura 17D). 
A continuación, con el fi n de confi rmar el requerimiento de los receptores 
LXR en el efecto modulador inducido por neutrófi los en nicho, inyectamos 
neutrófi los envejecidos en ratones LXRdKO. La transferencia de neutrófi los 
envejecidos en estos animales no resultó en cambios en los niveles de CFU-C 
en sangre ni en alteraciones en los niveles de CXCL12 en médula (Figura 17E). 
Como control, determinamos que la ausencia de estos receptores no  afectaba 
la respuesta esperada a la eliminación de macrófagos, indicando que la ausen-
cia de respuesta a neutrófi los no estaba relacionada con defectos generales de 
la médula ósea (Figura 17F y 149). Sin embargo, durante el análisis de estos 
experimentos constatamos niveles basales elevados de progenitores en la san-
gre de estos animales, poniendo en cuestión si animales con una distribución 
anormal de los niveles de CFU-C podrían ser refractarios a la modulación 
por eliminación de neutrófi los. Para examinar esta posibilidad, inyectamos 
neutrófi los WT en animales Fut7–/– que presentan unos niveles basales de 
CFU-C similares a ratones LXRdKO. Encontramos un aumento aún mayor 
de los niveles de progenitores en sangre (Figura 18), lo cual sugiere que la falta 
de respuesta en los animales LXRdKO podría deberse a la ausencia de seña-
lización que ocurre como consecuencia de la activación de estos receptores.
Para circunscribir la actividad fagocítica en macrófagos a la activación de re-
ceptores nucleares LXR en estas células, cuantifi camos los niveles de expresión 
de Abca1 en macrófagos y se observó que la expresión en esta población era 
superior al compararla con la expresión en múltiples poblaciones de médula 
ósea analizadas (Figura 19A). Además, mediante experimentos con animales 
en parabiosis pudimos comprobar que en la población de macrófagos que 
fagocita neutrófi los los niveles de expresión de Abca1 y Mertk aumentan sig-
?
Figura 18. Evidencia de que el nicho hematopoyético es sensible a la exposición a patógenos. 
A) Niveles de CFU-C en la sangre de animales WT y Fut7−/− control inyectados con 106 WT PMN alojados en SPF (specifi c 
pathogen-free) o en cuarentena. Neutrófi los defi cientes en Fut7 se inyectaron en animales Fut7 como control adicional. N=3-8 
ratones por grupo. 
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nifi cativamente con respecto a la población no fagocítica (Figura 19B).  Por el 
contrario, la eliminación de neutrófi los en ratones WT resultó en reducciones 
dramáticas en la expresión de ambos genes en macrófagos (Figura 19C).
En conjunto, estos resultados demuestran un papel esencial de macrófagos y 
receptores nucleares LXR en la modulación del nicho hematopoyético duran-
te la eliminación de neutrófi los.
2.3 Eliminación de neutrófi los envejecidos en médula ósea y regula-
ción del tráfi co de progenitores hematopoyéticos. 
A continuación investigamos el contexto en el que la eliminación de neu-
trófi los en circulación y la consiguiente modulación del nicho hematopoyéti-
co tendrían un impacto  fi siológico. 
Nuestros experimentos de transferencia o eliminación de neutrófi los revela-
ron alteraciones en la actividad de nicho (niveles de progenitores en sangre y 
número de células CAR y de CXCL12 en médula ósea). Estudios clásicos y 
recientes han descrito oscilaciones rítmicas en el número de HSPC en sangre 
que están controladas por señales del sistema nervioso simpático (93, 138, 
147). En apoyo a esta hipótesis, existen antecedentes que demuestran que 
la oscilación natural de los niveles de CXCL12 se relaciona con las fl uctua-
ciones circadianas de HSPC al torrente circulatorio (93). Por este motivo 
especulamos que estos cambios naturales en la distribución de progenitores 
hematopoyéticos podrían estar relacionados con la eliminación fi siológica de 
neutrófi los. 
En nuestros experimentos observamos que la desaparición de neutrófi los de 
Figura 19: Cambios en la expresión génica de Cxcl12 y genes diana de receptores LXR regulados por neutrófi los. 
A) Análisis de la expresión relativa de Abca1 en poblaciones de M.O. M.O total (M.O.t), células hematopoiéticas (LSK y PMN), 
células productoras de CXCL12 y macrófagos. Muestras procedentes de 4 experimentos. B) Expresión de Abca1 y Mertk en 
macrófagos de M.O purifi cados mediante sorting de muestras control (rIgG) o animales cuyos neutrófi los han sido eliminados 
con anti-Ly6G (1A8). N=3 ratones por grupo. C) Estrategia para la purifi cación de macrófagos fagocíticos o no fagocíticos 
Gr1NEGF4/80+ procedentes de la M.O de ratones WT en parabiosis con animales WT Tg-DsRed. Expresión de Abca1 y Mertk en 
macrófagos de M.O que fagocitan o no células sanguíneas procedentes del ratón Tg-DsRed. N=3 parejas por grupo.
????????????????
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sangre precede aproximadamente 8 horas la elevación de progenitores en cir-
culación (Figura 20A). Para conectar causalmente la eliminación de neutrófi los 
con las fl uctuaciones homeostáticas en nicho y la movilización de progenito-
res al torrente sanguíneo, interferimos los mediadores celulares y moleculares 
activados durante este proceso y medimos cómo esto afectaba la ritmicidad 
de los niveles de HSPC en circulación. Cuantifi camos en primer lugar cam-
bios en la transcripción en genes diana de LXR en médula ósea y HSPC en 
circulación de ratones en los que habíamos eliminado macrófagos o neutró-
fi los. La eliminación de cualquiera de estos tipos celulares atenuó de manera 
dramática las fl uctuaciones circadianas de Abca1 en médula ósea y los ritmos 
de progenitores hematopoyéticos en sangre (Figura 20B).  
Estos resultados revelan que la eliminación fi siológica de neutrófi los es ne-
cesaria para el mantenimiento de las fl uctuaciones circadianas en el nicho 
hematopoyético y en consecuencia, la movilización rítmica de progenitores 
a circulación. En la (Figura 21) se resumen los dos primeros bloques de resul-
tados. 
Figura 20: La eliminación de neutrófi los modula la actividad circadiana del nicho hematopoyético y el tráfi co de progenitores. 
A) Oscilaciones circadianas en el número de neutrófi los y CFU-C en la sangre de animales WT. Las cabezas de fl echa indican 
los niveles máximos y mínimos utilizados como referencia en las anteriores fi guras. B) Oscilaciones diarias en los niveles de 
progenitores hematopoyéticos en sangre (en negro) y niveles relativos de expresión de Abca1 (en verde) en la M.O a ZT5 y 
ZT13 de animales control, animales cuyos PMN han sido eliminados con anti-Ly6G (1A8), o animales donde los macrófagos 
han sido eliminados (clodronato). Las líneas representan las fl uctuaciones circadianas de ambos parámetros durante un 
periodo de 29 horas. N=5-14 ratones.
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3) Eliminación de neutrófi los en periferia y regulación remota 
del nicho hematopoyético.
Hasta ahora hemos considerado la eliminación fi siológica de la población 
CD62LLO de neutrófi los envejecidos en médula ósea y las consecuencias fun-
cionales en este tejido particular. Aparte de médula ósea, varios estudios han 
identifi cado el bazo y el hígado como otros órganos en los que se produce la 
eliminación fi siológica de neutrófi los. Sin embargo estos estudios presentan 
varios problemas; por ejemplo la manipulación y la consiguiente alteración y 
activación de los neutrófi los altera su estado basal y favorece su eliminación 
hacia determinados órganos (106). Por otro lado, la observación de que el 
clearance de neutrófi los regula la actividad de la médula ósea nos impulsó a 
caracterizar mejor este proceso en otros tejidos. 
3.1 Clearance de neutrófi los en periferia
Para caracterizar el proceso de eliminación de neutrófi los y demostrar si es 
un proceso pasivo o está guiado por receptores específi cos, en primer lugar 
analizamos el clearance de neutrófi los en animales WT. Para ello utilizamos 
ratones reporteros LysMGfp cuya expresión de la proteína GFP permite la de-
tección de células pertenecientes al linaje mieloide y particularmente neutró-
fi los, por sus niveles de expresión de GFP más elevados en estos leucocitos 
que en otros linajes (202). La combinación de marcadores específi cos de cé-
Figura 21: Resumen bloque 1 y 2 de Resultados. 
A) Esquema que resume la secuencia de los eventos que hemos identifi cado. Los neutrófi los CD62LHI abandonan la M.O y 
entran en circulación. A medida que envejecen se transforman progresivamente en neutrófi los CD62LLOCXCR4HI. En momentos 
específi cos del día, los neutrófi los CD62LLO regresan a M.O donde son fagocitados por macrófagos. Los receptores LXR son 
necesarios para la reducción de la capacidad retentiva del nicho hematopoyético y la movilización fi siológica de HPC a sangre. 
Estos eventos ocurren de forma sincronizada durante un periodo de 24 horas de duración. 
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lulas de origen hematopoyético (CD45) y de neutrófi los (Ly6G) nos permitió 
analizar 9 tejidos por citometría de fl ujo. Este abordaje permitió la detección 
de neutrófi los prácticamente en la totalidad de los órganos analizados, siendo 
mayoritarios en órganos y tejidos como la médula ósea (40% de las células 
CD45+), la sangre (10%), el pulmón (8%) y el músculo esquelético (6%) 
(Figura 22A y B). No se encontraron neutrófi los en cerebro y ovarios. 
Contrariamente a la idea establecida de que los neutrófi los solo infi ltran te-
jidos infl amados, estos resultados demuestran la presencia de neutrófi los en 
múltiples órganos en condiciones basales.
El abordaje anterior no permite sin embargo la discriminación entre neutrófi -
los procedentes de sangre en proceso de eliminación y aquellos que se produ-
cen o persisten en estos tejidos. Tal es el caso de órganos como la médula ósea, 
el pulmón, el hígado y el bazo, tejidos que han sido descritos como órganos 
granulopoiéticos o reservorios de estas células en condiciones basales (97, 
107). Por este motivo, elaboramos otra aproximación para la detección exclu-
siva de neutrófi los procedentes de sangre. Establecimos parejas de parabiontes 
entre animales WT y ratones LysMGfp o animales Tg-DsRed, lo que permitió 
identifi car neutrófi los GFP+/DsRed+ procedentes de la circulación de aquellos 
residentes o producidos en tejidos de la pareja WT (cuyos neutrófi los no son 
fl uorescentes). Mediante citometría de fl ujo analizamos el porcentaje de neu-
trófi los fl uorescentes en cada tejido (Figura 23A). A continuación, analizamos 
por microscopia de fl uorescencia la presencia y la distribución de neutrófi los 
en secciones de tejidos combinando la fl uorescencia GFP con el marcador 
específi co de neutrófi los Ly6G (Figura 23B). Ambas aproximaciones dieron 
resultados similares y en concordancia con los datos obtenidos previamen-
te, y demostraron que la eliminación de neutrófi los ocurre en médula ósea, 
Figura 22: El clearance de neutrófi los es multiorgánico. 
A) Análisis mediante citometría de fl ujo de neutrófi los de animales WT LysMGfp presentes en tejidos (izquierda). Los tejidos 
fueron digeridos e incubados con anticuerpos fl uorescentes para la detección de células de origen hematopoyético (CD45+) y 
neutrófi los (Ly6G). El círculo rojo indica la población de neutrófi los en los tejidos analizados. B) Cuantifi cación de neutrófi los en 
los tejidos mostrados en A). N=3-5 ratones por tejido.
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pulmón, intestino grueso, hígado, músculo esquelético, piel, bazo y tejido 
adiposo blanco (grasa epididimal). 
Curiosamente y en relación con los datos obtenidos previamente en médula 
ósea (Figura 15A y B) los neutrófi los se localizan en regiones específi cas dentro 
de los órganos (Figura 23B). En el caso del bazo, los neutrófi los se localizan 
en la zona marginal en la cual abundan macrófagos CD169+, lo que sugiere 
un tropismo específi co hacia estas regiones. Es importante mencionar que 
durante la realización de estos experimentos los animales fueron perfundi-
Figura 23: Clearance de neutrófi los de circulación. 
A) Esquema y cuantifi cación del porcentaje de neutrófi los endógenos (WT) y procedentes del compañero (WT Tg-DsRed) un 
mes después de la cirugía. El porcentaje de quimerismo aparece representado en barras para los distintos órganos anali-
zados. B) Inmunofl uorescencias de tejidos en parabiontes WT LysMGfp: WT, que permiten la detección de neutrófi los (verde) 
en el animal WT no fl uorescente. Las imágenes son representativas de 3 parejas de parabiontes analizadas. Escala= 25 μm
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dos para evitar contaminación con células presentes en los vasos sanguíneos. 
Igualmente realizamos controles adicionales para demostrar que los neutró-
fi los intravasculares no contribuían de manera signifi cativa en nuestras cuan-
tifi caciones. 
En resumen, estos análisis demuestran que la eliminación fi siológica de neu-
trófi los es multiorgánica y no se restringe de manera exclusiva a médula ósea, 
bazo e hígado.
3.2 Desregulación del tráfi co de progenitores hematopoyéticos en 
animales con tráfi co defi ciente de neutrófi los.
La ausencia de Fut7 se ha relacionado con un aumento signifi cativo del 
número de neutrófi los en sangre (196). Estudios de microscopía intravital 
en piel y músculo cremáster en ratones Fut7–/– han demostrado que el rolling 
dependiente de selectinas P y E está drásticamente reducido en estos tejidos 
(196). Este defecto en la migración de neutrófi los también se da en animales 
PEdKO, cuya neutrofi lia es incluso más elevada que en animales Fut7–/– (195) 
y (Figura 24). Estos resultados coinciden con estudios previos que demuestran 
la importancia de la migración efectiva de leucocitos para mantener niveles 
de leucocitos homeostáticos en circulación (189). Usando ensayos clonogé-
nicos encontramos que los animales Fut7–/– y los PEdKO tienen además en 
común la presencia de un elevado número de progenitores hematopoyéticos 
en sangre (Figura 24). Decidimos por tanto estudiar la posible relación entre 
los fenotipos inmune y hematopoyético en animales Fut7–/–.
Para establecer una relación causal entre el tráfi co anormal de neutrófi los 
y los niveles alterados de progenitores en sangre periférica, transferimos en 
primer lugar neutrófi los WT envejecidos ex vivo en ratones Fut7–/– y 18 
horas después, medimos el número de progenitores en sangre. Este simple 
?
Figura 24: Los niveles de neutrófi los en circulación correlacionan con un número elevado de progenitores en sangre. 
A) Neutrófi los en sangre de animales WT, Fut7−/− y PEdKO en muestras de sangre analizadas a ZT5. B) Niveles de CFU-C en 
sangre en los mismos animales mostrados en A). N=6-20 ratones por grupo.
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tratamiento indujo una marcada reducción en el número de progenitores 
circulantes (Figura 18), sugiriendo que la eliminación correcta de neutrófi los 
en tejidos es capaz de regular el tráfi co de HSPC. Es importante destacar 
que este efecto se observó en animales estabulados en condiciones de cua-
rentena durante la realización de este experimento. Como control, la trans-
ferencia de neutrófi los defi cientes en Fut7 no produjo cambios en los nive-
les de progenitores ni alteraciones de CXCL12 en médula ósea. Estos datos 
entran en confl icto aparente con los resultados expuestos anteriormente, 
los cuales mostraban que la transferencia de neutrófi los inducía un incre-
mento de HSPC en circulación en ratones WT en animales alojados en 
una habitación libre de patógenos (Figura 18). Para explicar estos resultados 
discordantes y entender el origen del defecto hematopoyético en ausencia 
de tráfi co de neutrófi los, procedimos a caracterizar en detalle la eliminación 
de neutrófi los en el modelo Fut7–/–.
3.3 Control remoto del nicho hematopoyético en periferia.
La observación de que la transferencia de neutrófi los normaliza los niveles 
de progenitores en sangre y de CXCL12 en médula ósea en ratones Fut7–/– 
(Figura 18) sugería que la presencia de ligandos funcionales de selectinas en 
neutrófi los es necesaria para mantener los niveles homeostáticos de proge-
nitores hematopoyéticos. En vista del clearance multiorgánico observado en 
animales WT en parabiosis, especulamos que la modulación de los niveles de 
progenitores hematopoyéticos podría estar relacionada con la eliminación de 
neutrófi los en tejidos periféricos (es decir, fuera de la médula ósea). 
Para validar esta hipótesis realizamos nuevos experimentos de parabiosis. Esta 
aproximación tiene la ventaja adicional de estudiar el efecto de la exposi-
ción crónica a neutrófi los WT en ratones Fut7–/–  sin necesidad de purifi -
car o manipular estas células. Para ello conectamos la circulación de ratones 
Fut7–/–  que expresan el transgén DsRed (Fut7–/–  DsRed para discriminarlos 
de las células de la pareja en parabiosis) con animales Fut7–/–  o con ratones 
neutropénicos (Mcl1f/f hMRP8-GfpCre) como grupos control. Los demás gru-
pos experimentales sujetos a parabiosis fueron Fut7–/–  con ratones WT, con 
mutantes en los que la migración de neutrófi los está impedida a médula ósea 
(NR4), o mutantes con defi ciencias en migración a ciertos tejidos periféricos 
(ratones defi cientes en el receptor CXCR2 o las integrinas ß2/CD18). En 
estos experimentos observamos una reducción signifi cativa en el número de 
progenitores hematopoyéticos en sangre cuando los ratones Fut7–/–  se en-
contraban expuestos a sangre WT o defi cientes en el receptor de migración 
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a médula ósea, CXCR4 (Figura 25A y B). Sin embargo, esta reducción no se 
observó en animales neutropénicos, indicando que el efecto estaba mediado 
exclusivamente por neutrófi los. Tampoco se corrigieron los niveles de HSPC 
en presencia de sangre de animales con potenciales defectos en migración a 
periferia (Cxcr2–/– y CD18–/–). La corrección en la actividad del nicho hema-
topoyético de animales Fut7–/–  expuestos a sangre WT resultó además en un 
aumento signifi cativo en los niveles de CXCL12 en médula ósea (Figura 25C). 
Estos resultados sugieren que la eliminación de neutrófi los en tejidos perifé-
ricos constituye un mecanismo adicional de control de la actividad del nicho 
hematopoyético que permite mantener niveles homeostáticos de progenitores 
hematopoyéticos en sangre.
Para identifi car el posible tejido o tejidos en los que la infi ltración de neutró-
fi los es relevante para la corrección del defecto hematopoyético, procedimos 
a analizar el clearance de neutrófi los en el modelo de parabiosis con ratones 
Fut7–/– . Mediante citometría de fl ujo, comparamos la presencia de neutrófi los 
procedentes del animal pareja en parabiosis (Fut7–/– , WT, Cxcr2–/–, CD18–/–, 
NR4 o Mcl1f/f hMRP8-GfpCre) en médula ósea, bazo, hígado, pulmón, grasa 
epididimal, intestino grueso (colon), músculo esquelético y piel de los ratones 
Fut7–/– . De esta forma, comprobamos que los neutrófi los defi cientes en Fut7 
tienen un defecto específi co de eliminación en piel e intestino en condiciones 
homeostáticas (Figura 26A). Concretamente, en las parejas de parabiontes en 
los que se corrigen los niveles de HSPC (WT y NR4) se apreció una acumula-
ción de neutrófi los WT o NR4 en piel, indicando que éste podría ser un órga-
no diana donde los neutrófi los regulan la actividad del nicho hematopoyético. 
En estos grupos observamos además acumulación de neutrófi los en músculo 
esquelético e intestino, indicando también una posible contribución de estos 
órganos en la regulación del tráfi co de HSPC (Figura 26B).
Figura 25: Control periférico del nicho hematopoyético y tráfi co de progenitores. 
A) Esquema de las parejas en parabiosis con animales Fut7−/−Tg-DsRed: control Fut7−/−, WT, NR4, Mcl1−/−, Cxcr2−/− y CD18−/−. 
Mediante la expresión del transgén DsRed en animales Fut7−/− podemos discriminar las CFU-C endógenas (DsRed+) y las 
procedentes del parabionte pareja (DsRedNEG). B) Niveles de CFU-C en los parabiontes de los grupos refl ejados en A). C) Niveles 
de CXCL12 en la M.O de animales parabiontes Fut7−/− que comparten circulación con animales control Fut7−/− o con WT. 
N=5-20 ratones por grupo.
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Para correlacionar los resultados de clearance con mecanismos de elimina-
ción activa o fagocitosis examinamos la captura de células fl uorescentes por 
macrófagos tisulares de la pareja no fl uorescente. En estos experimentos se 
aislaron macrófagos de animales Fut7–/–  en los distintos tejidos y se analizó el 
porcentaje de macrófagos fagocíticos mediante la aparición de señal DsRed 
en estas células. Encontramos que las poblaciones de macrófagos más fagocí-
ticas eran las de médula ósea, bazo, e hígado, resultados que están de acuerdo 
con estudios previos (110) (Figura 27B). A pesar del clearance preferencial de 
neutrófi los en músculo esquelético y en piel en parabiontes Fut7–/– , no se 
detectaron macrófagos fagocíticos en estos tejidos. Sorprendentemente, los 
macrófagos de intestino fagocitan efi cientemente células fl uorescentes (Figura 
Figura 26: Clearance de neutrófi los en parabiontes Fut7−/− 
A) Porcentaje de neutrófi los Ly6G+ endógenos (en rojo) y procedentes de la pareja (en negro) en parabiontes control Fut7−/−- 
Fut7−/− y en parabiontes Fut7−/−- WT, en los tejidos analizados. La línea verde indica los porcentajes esperados con respecto a 
sangre. Los neutrófi los Fut7−/− presentan defectos en el clearance en intestino y piel. B) Representación con gráfi cos radiales 
de la migración de neutrófi los WT, NR4, Cxcr2−/− y CD18−/− comparados con neutrófi los Fut7−/−, en tejidos de parabiontes 
Fut7−/−. N=4-5 ratones por genotipo y tejido.
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27A y B). Estos resultados sugieren que la acumulación neta de neutrófi los ob-
servada en piel y músculo esquelético no está relacionada necesariamente con 
procesos fagocíticos y revelan que el intestino grueso participa activamente en 
la eliminación de estas células . 
Para estudiar si los resultados anteriores excluyen el papel de macrófagos en 
la eliminación de neutrófi los en periferia y por tanto, en la regulación remota 
del nicho hematopoyético, realizamos nuevos ensayos en parejas parabióticas 
de ratones Fut7–/–  con ratones WT Tg-DsRed. En estos experimentos elimi-
namos con liposomas de clodronato inyectados por vía intravenosa los ma-
crófagos residentes en hígado, bazo y médula ósea, mientras que macrófagos 
residentes de otros tejidos no se vieron afectados durante el tratamiento. La 
eliminación de macrófagos en estos tejidos no previno la corrección de los ni-
veles de progenitores en sangre observada previamente (Figura 28), indicando 
que los macrófagos de estos órganos no son las responsables del efecto regula-
dor de progenitores hematopoyéticos de neutrófi los WT en animales Fut7–/– .
Figura 27: Fagocitosis de neutrófi los WT en el intestino de ratones Fut7−/− 
A) Gráfi cos de densidad de citometría de fl ujo mostrando las poblaciones de macrófagos de intestino grueso (colon) CD45+CD-
11b+F4/80+ de parabiontes Fut7−/− conectados a la circulación de animales control ratones Fut7−/− Tg-DsRed ó WT Tg-DsRed. 
El eje X muestra la autofl uorescencia característica para estas células en el canal FITC. La línea de puntos negra delimita la 
población no fagocítica (DsRedNEG), mientras que la roja indica los macrófagos que han fagocitado células rojas (DsRed+). Se 
incluye un control WT sin parabiosis para identifi car las poblaciones fagocíticas. B) Cuantifi cación de macrófagos fagocíticos 
en parabiontes Fut7−/− conectados a animales control Fut7−/− Tg-DsRed ó WT Tg-DsRed. Los neutrófi los WT son fagocitados 
preferencialmente en el intestino de animales Fut7−/−. Datos procedentes de 2 experimentos independientes con 3-5 parejas 
analizadas por órgano.
Figura 28: El bazo controla los niveles de HSPC en periferia. 
A) Niveles de CFU-C en la sangre de parabiontes Fut7−/− conectados a la circulación de animales Fut7−/− o WT Tg-DsRed 
como grupo control, esplenectomizados, o inyectados con clodronato (100 μl i.v en el animal Fut7−/−) 5 días antes del análisis 
de CFU-C. 
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Por otro lado, el bazo ha sido identifi cado como uno de los órganos en los 
que preferencialmente tiene lugar la eliminación de neutrófi los (107). En el 
bazo además existe hematopoyesis residual en ratones adultos y por tanto, 
sirve de reservorio para HSPC (118). Para comprobar si el bazo es requerido 
para la corrección del fenotipo hematopoyético de ratones Fut7–/–  realizamos 
experimentos de parabiosis en los que el bazo del ratón parabionte Fut7–/–  fue 
eliminado quirúrgicamente (Figura 29). En estos experimentos la presencia 
de sangre WT no corrigió los niveles de HSPC, indicando que el bazo está 
implicado en la modulación periférica de HSPC.
Finalmente con el fi n de analizar el mecanismo molecular por el cual los 
neutrófi los son fagocitados y comprobar si este proceso es requerido para la 
corrección del nicho hematopoyético Fut7–/– , estamos generando ratones de-
fi cientes para MFGE8 (del inglés, milk fat globule-EGF 8) en fondo genético 
Fut7–/– . MFGE8 es una “molécula puente” necesaria para el reconocimiento 
de la fosfatidilserina presente en la membrana de células en apoptosis. Rato-
nes defi cientes en MFGE8 y en otras moléculas implicadas en la fagocitosis 
de neutrófi los (como GAS6 ó MERTK) presentan neutrofi lia (20) y niveles 
de progenitores hematopoyéticos en circulación elevados (Figura 29), lo que 
sugiere que la desregulación del proceso de eliminación de neutrófi los está 
relacionada con alteraciones en el nicho hematopoyético. 
En conclusión, estos resultados demuestran la eliminación ubicua de neutró-
fi los en el organismo. Los resultados recogidos hasta el momento indican que 
la eliminación de neutrófi los en el intestino, el músculo esquelético o la piel 
podría ser responsable de la corrección de los niveles homeostáticos de HSPC 
y que el bazo es requerido para la modulación de los niveles de HSPC. La 
identifi cación de poblaciones celulares fagocíticas y mediadores moleculares 
(MFGE8, GAS6 o MERTK) será esencial para entender cómo se regula el 
tráfi co de células madre hematopoyéticas en mamíferos. 
Figura 29: Acumulación de neutrófi los y HSPC en sangre de ratones defi cientes para la eliminación de células apoptóticas. 
A) Porcentaje de neutrófi los en la sangre de ratones WT, Gas6−/−, Mer−/− y Mfge8−/−. B) Niveles de CFU-C en sangre de los 
animales mostrados en A). N=3-6 ratones por grupo.
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3.4 Modulación de nichos hematopoyéticos periféricos.
En el primer bloque de resultados hemos observado que la respuesta del 
nicho hematopoyético es dependiente de la eliminación de neutrófi los me-
diada por macrófagos de médula ósea. Esta regulación se lleva a cabo en los 
niveles de la quimioquina CXCL12, principalmente producido por células 
CAR. Estudios previos del laboratorio han puesto en evidencia la existencia 
de células productoras de CXCL12 de naturaleza endotelial en pulmón, cuya 
función está íntimamente relacionada con la retención de neutrófi los en este 
órgano (97).  
Con el fi n de analizar la existencia de células que producen CXCL12 en pe-
riferia como posibles nichos sujetos a modulación por la eliminación de neu-
trófi los, hemos analizado la presencia de células GFP+ en múltiples tejidos de 
ratones Cxcl12Gfp mediante citometría de fl ujo e inmunofl uorescencia de te-
jidos. Específi camente estudiamos la presencia de células CXCL12-GFP+ en 
médula ósea, bazo, hígado, pulmón, piel, intestino grueso, músculo esquelé-
tico y grasa epididimal. Mediante las dos aproximaciones hemos detectado 
la presencia de células productoras de CXCL12 en poblaciones de células de 
endoteliales CD45NEGTer119NEGCD31+ y en poblaciones de células estroma-
les CD45NEGTer119NEGCD31NEG (Figura 30A). 
En médula ósea, un tejido bien caracterizado para células productoras de 
CXCL12, pudimos confi rmar la presencia de al menos tres tipos celulares 
productores de esta quimioquina: endotelio CD45NEGTer119NEGCD31+G-
FPLO, células osteoblásticas CD45NEGTer119NEGCD31NEGGFPLO y células 
CAR CD45NEG Ter119NEGCD31NEGGFPHI (Figura 30).
El estudio por inmunofl uorescencia de estos tejidos permitió también detec-
tar la localización de estas poblaciones en tejidos extramedulares. Encontra-
mos que en tejidos como el hígado, las células que expresan mayoritariamente 
CXCL12 son hepatocitos CD31NEG (Figura 30B). En otros tejidos como el 
intestino grueso la expresión de CXCL12 colocaliza con células CD31+ pero 
una amplia mayoría son CD31NEG.
Estos resultados revelan la existencia de células que producen CXCL12 en 
múltiples órganos y su presencia sugiere la existencia de nichos modulables 
en periferia. 
Con el fi n de estudiar la relevancia de estos resultados en el contexto de nues-
tro estudio, hemos generado dos líneas de ratones en los que estudiar la mo-
dulación de células productoras de CXCL12 en tejidos de periferia por la 
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eliminación de neutrófi los. La primera línea Fut7–/–  Cxcl12Gfp, nos permite 
analizar alteraciones hematopoyéticas en el modelo Fut7–/– . La segunda línea 
Mcl1f/f hMRP8-GfpCreCxcl12Gfp se generó para estudiar alteraciones en la pro-
ducción de CXCL12 en ausencia de neutrófi los. 
A continuación, analizamos y comparamos los niveles de células producto-
ras de CXCL12 en los tejidos de ratones control Cxcl12Gfp, Fut7–/–  Cxcl12Gfp 
y Mcl1f/f hMRP8-GfpCre Cxcl12Gfp (Figura 30B). El análisis por citometría de 
fl ujo e histología de estas líneas reveló alteraciones en la frecuencia de células 
productoras de CXCL12 en médula ósea, intestino y piel, destacando estos 
Figura 30: Las células que producen CXCL12 se detectan en tejidos periféricos. 
A) Plots representativos de tejidos para identifi car células que producen CXCL12 en animales Cxcl12Gfp. Esta estrategia permite 
la detección de células endoteliales (CD45NEGTer119NEGCD31+) GFPNEG ó GFP+; células CD45NEGTer119NEGCD31NEG identifi can 
células estromales. La presencia de GFP en esta población indica que el estroma también produce CXCL12 en periferia 
además de en M.O. B) Inmunofl uorescencias de tejidos analizados en A en animales Cxcl12Gfp, Fut7-/- Cxcl12Gfp y en Mcl1-/- 
Cxcl12Gfp. En rojo, laminina para teñir endotelio. Los núcleos de las células aparecen en azul mediante el marcaje con DAPI. 
Escala = 50 μm C) Cuantifi cación de las poblaciones analizadas en A y B en los distintos mutantes. Ratones neutropénicos y 
neutrofílicos muestran alteraciones en la distribución de las poblaciones que producen CXCL12 en tejidos periféricos y M.O. 
N=2 ratones por genotipo y tejido.
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órganos como potenciales dianas periféricas de la modulación de los niveles 
de CXCL12.
Para determinar la modulación de las células CXCL12-GFP+ asociadas a la re-
tención de HSPC en tejidos periféricos generamos parejas parabióticas entre 
ratones Fut7–/–  Cxcl12Gfp con ratones Fut7–/–  y Fut7–/–  Cxcl12Gfp con ratones 
WT. El análisis por citometría de fl ujo de las células productoras de CXCL12 
en periferia no reveló cambios signifi cativos en la frecuencia de estas pobla-
ciones. En este sentido, la variabilidad encontrada durante la preparación de 
las muestras podría explicar estos resultados. 
3.5 Control circadiano del tráfi co de progenitores hematopoyéticos.
En vista a los resultados anteriores, planteamos la hipótesis de la existencia 
de dos mecanismos de eliminación de neutrófi los que regulan la distribución 
de progenitores hematopoyéticos en el organismo: la médula ósea, en los que 
la eliminación provoca la movilización espontánea de progenitores a la cir-
culación (Figura 21); y tejidos extramedulares, en los que la eliminación sirve 
para reducir los niveles de progenitores en periferia. 
Como ya describimos en el caso de ratones WT, encontramos que en condi-
ciones basales los ratones Fut7–/–  y PEdKO presentan niveles de progenitores 
en sangre que muestran fl uctuaciones circadianas intactas (Figura 31A). Estas 
oscilaciones también se preservan en los niveles de neutrófi los en sangre (Figu-
ra 31B). Esta observación resulta sorprendente porque indica independencia 
de estos ritmos respecto al tráfi co de neutrófi los mediado por selectinas. Sin 
embargo, encontramos que la amplitud de la curva que describe las fl uctua-
ciones a ZT5 y ZT13 estaban incrementadas entre 8-10 veces en ratones 
Fut7–/–   y PEdKO con respecto a animales WT (Figura 31A). En base a estas 
observaciones y la modulación de células CXCL12-GFP+ en tejidos de peri-
feria mostrada anteriormente, buscamos relacionar la eliminación periférica 
de neutrófi los con las oscilaciones naturales de progenitores hematopoyéticos. 
En condiciones basales existen progenitores hematopoyéticos en localizacio-
nes distintas a su reservorio original, la médula ósea (37). Además de circu-
lar a través de la sangre y de la linfa, la presencia de HSPC extramedulares 
se ha demostrado en hígado, bazo, tejido adiposo, músculo, ducto torácico, 
pulmón y riñón (26, 42, 158, 167-169). En algunos de estos tejidos los 
progenitores se encuentran asociados a estructuras vasculares similares a las 
encontradas en el nicho hematopoyético de médula ósea (26). 
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Con el fi n de analizar si las fl uctuaciones circadianas en HSPC ocurren sólo 
en sangre o si existen otros reservorios en otros tejidos sujetos a esta modu-
lación, analizamos la presencia de HSPC en hígado, bazo y médula ósea en 
animales WT. Observamos que los niveles de progenitores hematopoyéticos 
fl uctúan en todos los órganos analizados con niveles reducidos a ZT13 (Figura 
32A). La disminución en los niveles de HSPC residentes en tejidos a ZT13 
sugiere que el proceso de clearance de progenitores en circulación es opuesto 
al observado para neutrófi los y otros leucocitos, cuyos niveles en tejido au-
mentan a ZT13.  
La migración de leucocitos en ausencia de infl amación en tejidos extramedu-
lares ha sido recientemente descrita como un mecanismo dependiente de la 
expresión circadiana de ICAM-1 (del inglés, intercelular cell adhesión mole-
cule 1) en endotelio (60). La expresión de los niveles de este receptor fl uctúa 
con los ciclos de luz y oscuridad, siendo máxima su expresión por la noche 
Figura 31: Defectos en el clearance de neutrófi los provoca alteraciones en las oscilaciones circadianas de HSPC. 
A) Oscilaciones de CFU-C en la sangre WT, Fut7−/− y PEdKO a ZT5 y ZT13. B) Oscilaciones circadianas de neutrófi los en la 
sangre de los animales mostrados en A. Nótese la oscilación entre ZT5 y ZT13 de ratones con defectos en clearance de 
neutrófi los, más pronunciada que en animales WT. N=6-20 ratones por genotipo. Las líneas discontinuas trazan la tendencia 
circadiana de los niveles de neutrófi los y CFU-C en los distintos genotipos en el curso de un día.
Figura 32: Oscilaciones circadianas de HSPC en órganos periféricos y dependencia de macrófagos CD169+.
A) Fluctuaciones de CFU-C en animales WT en sangre, bazo, hígado y M.O. Los valores aparecen normalizados a los valores 
obtenidos a ZT5.B) Macrófagos CD169+ modulan la actividad del nicho hematopoyético en periferia. Niveles de CFU-C en 
tejidos de animales CD169-DTR cuyos macrófagos de M.O. y bazo han sido eliminados por el tratamiento con toxina diftérica. 
Las fl uctuaciones en sangre de CFU-C se mantienen. N=7 ratones por genotipo y grupo.
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(ZT13) en tejidos extramedulares. Para dilucidar el papel de ICAM-1 en el 
clearance de neutrófi los en tejidos analizamos mediante microscopía intravi-
tal su adhesión a la microvasculatura de la piel y del músculo esquelético a 
distintos tiempos (ZT5 y ZT13) (Figura 33A).
?
?
Figura 33: El clearance de neutrófi los de sangre es circadiano y depende del eje ICAM-1-integrinas β2. 
A) Clearance de neutrófi los circadiano en músculo esquelético. Las imágenes muestran capturas de microscopía intravital multi-
fotón del músculo esquelético de ratones LysMGfp a ZT5 y ZT13. El canal verde identifi ca neutrófi los y el rojo (Evan’s blue) vénulas 
postcapilares. B) Cuantifi cación del número de neutrófi los extravasados en músculo esquelético y piel a ZT5 y ZT13 representado 
por área. Las cuantifi caciones refl ejan la adhesión de neutrófi los durante 35 minutos. N=4-5 ratones por grupo. C) Imágenes de 
microscopía intravital en piel de ratones PEdKO LysMGfp donde se visualiza la adhesión de neutrófi los (verde) a ZT5 y ZT13 (arriba). 
En las imágenes de la parte inferior se analizó la adhesión de neutrófi los en ratones WT tratados previamente con anticuerpo 
α-ICAM1 (izquierda) y la adhesión de neutrófi los en animales CD18−/− a ZT13. En ambos casos, los neutrófi los endógenos se 
visualizaron inyectando anticuerpo anti-Ly6G fl uorescente. D) Cuantifi cación de los neutrófi los adheridos a ZT13 en ratones 
control WT LysMGfp y en los ratones analizados en C). N=3-4 ratones por grupo y tiempo. E) Análisis del clearance de neutrófi los 
WT Tg-DsRed frente a CD18−/− en quimeras de médula ósea de estos animales transplantados en recipientes WT. Los neutrófi los 
CD18−/− se acumulan en hígado y no se eliminan correctamente en el resto de órganos. La cuantifi cación refl eja valores relativos 
de neutrófi los CD18−/− en ratones quimera, 6 semanas después del transplante de M.O. N=5 ratones.
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En estos órganos encontramos un clearance de neutrófi los claramente supe-
rior a ZT13 en animales WT y este incremento está parcialmente inhibido 
al bloquear ICAM-1 (Figura 33B-D). Además, en animales defi cientes en inte-
grinas ß2 (CD18–/–), los receptores de ICAM-1, la adhesión al endotelio esta-
ba completamente ausente (Figure 33D). Estos resultados corroboran estudios 
previos en los que se ha observado una mayor extravasación de leucocitos a 
ZT13 (60), explican la reducción o clearance de neutrófi los circulantes por la 
tarde (Figura 5B), y demuestran que es dependiente de ICAM-1.
Con el fi n de relacionar los mecanismos de eliminación rítmica en periferia 
de neutrófi los con el impacto de este proceso en el nicho hematopoyético, 
inhibimos ICAM-1 in vivo mediante inyección de un anticuerpo bloqueante 
en animales WT, Fut7–/–   y PEdKO. Este tratamiento resultó en un aumento 
en el número de neutrófi los en circulación a ZT13 en animales de los 3 ge-
notipos (Figura 34A), indicando un bloqueo efi ciente del clearance espontáneo 
de neutrófi los. Observamos además que el bloqueo de ICAM-1 disminuía 
marcadamente la amplitud de las fl uctuaciones de HSPC previamente obser-
vadas en animales Fut7–/–  y PEdKO. En experimentos control comprobamos 
que el tratamiento con el anticuerpo anti-ICAM1 no afecta la migración de 
HSPC (Figura 34B). 
En experimentos adicionales observamos que el bloqueo con anticuerpo con-
tra selectinas P y E en animales CD18–/– no muestra una interrupción de las 
fl uctuaciones circadianas de HSPC, las cuales permanecen inalterables con 
respecto al control (Figura 35A). Estos resultados son opuestos a los obteni-
Figura 34: La inhibición del clearance de neutrófi los bloquea las fl uctuaciones de HSPC.
A) Esquema del bloqueo de la eliminación de neutrófi los y niveles de neutrófi los en sangre de ratones WT, Fut7−/− y PEdKO 
control (rIgG) y tratados con anticuerpo α-ICAM1. B) Fluctuaciones circadianas de CFU-C en los animales mostrados en A. 
La línea discontinua refl eja las fl uctuaciones de CFU-C en animales control (rIgG) de los 3 genotipos. N=6-20 ratones por 
genotipo y grupo.
?
i.v)
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dos en ratones PEdKO en los que bloqueamos el receptor de integrinas ß2, 
ICAM1 (Figura 33D). Para dar explicación a estos resultados y analizar la con-
tribución de integrinas en el clearance de neutrófi los, analizamos la elimina-
ción de neutrófi los en tejidos de ratones quimera WT Tg-DsRed: CD18–/–. 
Curiosamente, la ausencia de integrinas ß2 disminuye signifi cativamente el 
clearance de neutrófi los en todos los órganos analizados excepto en hígado, 
donde se observa una acumulación neta de neutrófi los (Figura 33E). La dis-
crepancia entre los resultados obtenidos en las fl uctuaciones de progenitores 
en el modelo PEdKO-anti-ICAM1 y el bloqueo con anticuerpo bloqueante 
contra selectinas endoteliales en CD18–/–, podría deberse a las diferencias en-
tre el bloqueo total de selectinas en el ratón PEdKO o el parcial inducido por 
el tratamiento con el anticuerpo.  
Estos resultados demuestran por tanto que la eliminación homeostática de 
neutrófi los mediada por selectinas endoteliales y las integrinas ß2 e ICAM-1, 
regula los ritmos circadianos observados en progenitores hematopoyéticos y la 
eliminación multiorgánica de neutrófi los. Estos datos sugieren además que la 
ausencia de integrinas impide el clearance homeostático de neutrófi los y con 
ello, la modulación del nicho hematopoyético (Figura 34B). 
A continuación analizamos las fl uctuaciones circadianas de citoquinas he-
matopoyéticas en el contexto de la eliminación de neutrófi los en periferia, 
relacionada con el bucle de regulación de granulopoiesis IL-23/IL-17/G-CSF. 
En animales WT, los niveles de G-CSF en plasma presentan un patrón de 
oscilación circadiana (Figura 36A). Observamos además que los niveles de esta 
citoquina se encuentran alteradas en animales defi cientes en selectinas o sus 
ligandos, a pesar de que las fl uctuaciones en sus niveles a ZT5 y ZT13 se 
mantienen (Figura 36B). Para dilucidar si las oscilaciones en los niveles de 
G-CSF son responsables de las fl uctuaciones circadianas de HSPC, bloquea-
mos G-CSF usando un anticuerpo bloqueante (203). Para ello diseñamos 
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Figura 35: Oscilaciones circadianas en ratones CD18−/−
A) Niveles de neutrófi los en circulación en animales CD18−/− control (rIgG) y tratados con anticuerpo bloqueante de selectinas 
endoteliales P y E a ZT5 y ZT13. B) Niveles de progenitores o CFU-C en los animales analizados en A. N=3-5 ratones.
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un protocolo que permitiese el bloqueo de su actividad cuando los niveles de 
la citoquina son menores en circulación (ZT17) impidiendo de esta forma 
la movilización de una nueva ola de neutrófi los procedentes de médula ósea 
(Figura 36A). El bloqueo con G-CSF disminuyó signifi cativamente los niveles 
de neutrófi los en circulación en WT, Fut7–/–  y PEdKO, pero las fl uctuaciones 
circadianas de estas células no se vieron afectadas en ninguno de los 3 casos 
(Figura 36C). En paralelo, la inhibición in vivo de IL-17, un potente inductor 
de G-CSF (204), o el bloqueo con anti-G-CSF y anti-IL17 combinado tam-
poco afectó las oscilaciones de progenitores en circulación. 
Estos resultados sugieren que el mecanismo que subyace al control de las os-
cilaciones circadianas de progenitores hematopoyéticos está controlado por la 
eliminación de neutrófi los en periferia mediado por ICAM-1 e integrinas ß2. 
?
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Figura 36: G-CSF no controla las oscilaciones circadianas de HSPC. 
A) Niveles de G-CSF en plasma en animales WT durante el curso de un día (cuadrados negros). Como referencia se muestran 
los niveles de neutrófi los (línea punteada) en sangre a los mismos tiempos. N=3-4 ratones por tiempo. B) Niveles de G-CSF 
en plasma de animales WT, PEdKO y Fut7−/− a ZT5 y ZT13. C) Fluctuaciones de neutrófi los y CFU-C en la sangre de animales 
WT, PEdKO y Fut7−/− en ratones control (rIgG) o tratados con αG-CSF, αIL-17, o una combinación de ambas. N=3 ratones por 
genotipo y tratamiento. # Indica diferencia estadística entre los grupos señalados.
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Sin embargo este proceso es independiente a la regulación que se produce tras 
el clearance y los niveles de G-CSF y IL-17.
Estudios previos han demostrado el requerimiento de macrófagos CD169+ 
para la retención de HSPC en médula ósea (149) y para la atracción de neu-
trófi los a tejidos en condiciones infl amatorias (73). Para determinar si la os-
cilación de progenitores hematopoyéticos en tejidos periféricos podía estar 
regulada por poblaciones similares de macrófagos residentes en tejidos, estu-
diamos estas fl uctuaciones en ratones CD169 control y tratados con toxina 
diftérica. La eliminación de macrófagos CD169+ provocó la pérdida de estas 
fl uctuaciones circadianas (Figura 32B). 
Estos resultados sugieren la existencia de órganos extramedulares donde exis-
ten células productoras de CXCL12 en los que los progenitores hematopo-
yéticos migran y se acumulan preferencialmente en determinados momentos 
del día. Los resultados demuestran asimismo que una población de macrófa-
gos CD169+ modula directa o indirectamente su retención en estos órganos.
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Utilizando una combinación de marcadores de superfi cie hemos defi nido 
por citometría de fl ujo y funcionalmente la población de neutrófi los enveje-
cidos en sangre. Los neutrófi los envejecidos se corresponden con una subpo-
blación que acumula una serie de alteraciones fenotípicas específi cas mientras 
están en circulación, las cuales preceden su posterior eliminación en tejidos. 
En consonancia con la regulación circadiana que rige la actividad de la mé-
dula ósea, los neutrófi los aparecen, envejecen y desaparecen de la circulación 
siguiendo ritmos circadianos. 
Mediante la utilización de técnicas de imagen in vivo, ensayos farmacológicos 
y el estudio de modelos genéticos animales hemos descrito que la eliminación 
de neutrófi los en la médula ósea provoca alteraciones en la actividad del ni-
cho hematopoyético, lo que se traduce en una disminución de los niveles de 
CXCL12 y en consecuencia, en una movilización de los HSPC al torrente 
sanguíneo. Por otra parte, hemos constatado que la eliminación de neutrófi los 
no se produce de manera exclusiva en la médula ósea. Utilizando un modelo 
defi ciente en ligandos de selectina Fut7−/−, hemos analizado la presencia de 
neutrófi los en tejidos de periferia. La disrupción en el tráfi co de estas células 
provoca alteraciones en la frecuencia de neutrófi los en tejidos y en los niveles 
de progenitores hematopoyéticos en sangre. Neutrófi los WT o defi cientes en 
el receptor CXCR4 corrigen la neutrofi lia en este modelo, lo que sugiere una 
eliminación de neutrófi los en órganos distintos a médula ósea. Finalmente, la 
eliminación de neutrófi los en periferia contribuye a mantener los niveles de 
HSPC en circulación y la homeostasis del nicho hematopoyético de médula 
ósea. 
Nuestros estudios indican la existencia de dos bucles que regulan los niveles 
de HSPC en circulación: la eliminación de neutrófi los en la médula ósea, y el 
clearance en tejidos extramedulares (Figura 37). La eliminación de neutrófi los 
constituye por tanto uno de los mecanismos que mantiene en el organismo 
de niveles homeostáticos de HSPC, y establece nuevas conexiones entre el 
sistema inmune y el hematopoyético o regenerativo.  
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1. ENVEJECIMIENTO DE NEUTRÓFILOS.
Los neutrófi los han sido descritos como células kamikaze debido a su rápi-
do reclutamiento a tejidos diana, dentro del cual liberan un arsenal de enzi-
mas citotóxicas y mueren (205). 
La cascada de migración leucocitaria induce una serie de modifi caciones en 
la fi siología del neutrófi lo. En oposición al modelo por el cual la transmigra-
ción del neutrófi lo a tejido precede su eliminación, en los últimos años se 
ha documentado la existencia de un proceso conocido como transmigración 
reversa por el cual los neutrófi los extravasados en tejido pueden re-entrar en 
la circulación (74). La población de neutrófi los con esta capacidad (que pasan 
a expresar niveles elevados de ICAM-1) presenta una extensión de su vida 
media comparada con la de neutrófi los en circulación (206) y un aumento de 
su capacidad migratoria y citotóxica (207). Otros estudios han demostrado 
la existencia de subtipos de neutrófi los con perfi les fenotípicos y funcionales 
Figura 37: La eliminación de neutrófi los modula el nicho hematopoyético. 
En el esquema se muestra el envejecimiento de neutrófi los en circulación (líneas granates) y su eliminación fi siológica o clea-
rance en tejidos. La eliminación de neutrófi los en periferia (piel, hígado, bazo e intestino grueso) y en médula ósea, regula la 
actividad del nicho hematopoyético localmente o de forma remota (líneas discontinuas). La consecuencia de esta modulación 
se traduce en variaciones en los niveles de HSPC en circulación y CXCL12 en médula ósea. Todo este proceso se produce 
diariamente y está coordinado por ritmos circadianos. Defectos en el tráfi co de neutrófi los provocan alteraciones de los niveles 
homeostáticos de HSPC en circulación (línea continua granate comparada con la condición basal en negro).
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diferentes en el contexto infl amatorio (208). Sin embargo, a pesar del conoci-
miento de la existencia de la heterogeneidad funcional de neutrófi los durante 
años (209) no se había descrito hasta el momento un contexto fi siológico en 
el que varias poblaciones de neutrófi los co-existiesen.
A pesar de ser células esenciales en el sistema inmune innato, los neutrófi los 
se producen muy por encima de las necesidades del organismo en condiciones 
basales. Este hecho fuerza al organismo a la presencia de múltiples reservorios 
para su almacenamiento, así como a la preparación de sistemas de control para 
su movilización diaria de médula ósea a sangre, su distribución en tejidos, y su 
eliminación coordinada. La eliminación de células con potencial nocivo para 
el organismo se ha relacionado con cambios en la expresión o en la exposición 
de moléculas en la membrana que favorecen su eliminación (9). En el marco 
de la respuesta infl amatoria, los neutrófi los mueren por un proceso de muerte 
programada o apoptosis, lo que conlleva la exposición de fosfatidilserina en la 
membrana externa. El efecto neto de la eliminación de neutrófi los apoptóti-
cos sirve para frenar la respuesta infl amatoria y promover su resolución (17). 
En condiciones no infl amatorias, no se detectan neutrófi los apoptóticos en 
circulación (108). Dada la extensa producción diaria de estas células y la vida 
media corta que las caracteriza, es lógico proponer la existencia de mecanis-
mos encargados de la eliminación efi ciente de los neutrófi los de la circulación 
antes de su muerte, evitando efectos nocivos en el organismo. Los resultados 
refl ejados en esta tesis demuestran que el envejecimiento natural de neutrófi -
los constituye uno de estos mecanismos (Figura 20C). 
Nuestros resultados revelan que los neutrófi los en circulación sufren una serie 
de alteraciones durante el envejecimiento entre las que destacan la disminu-
ción de los niveles de CD62L y el aumento de la expresión de CXCR4 en su 
membrana (Figura 5). La maduración de neutrófi los puede ser detectada asi-
mismo por el desarrollo de segmentación del núcleo (Figura 4). Los neutrófi los 
inmaduros poseen un núcleo de morfología de anillo en médula ósea que se 
transforma gradualmente en una morfología multilobulada (34). Nuestros 
resultados corroboran la existencia de reordenaciones en el núcleo durante 
el proceso de envejecimiento en neutrófi los, que ocurren además de manera 
coordinada con modifi caciones en los receptores de membrana (Figura 4). 
Se ha especulado sobre la idea de que la forma multilobulada del núcleo de 
neutrófi los podría facilitar la migración a través de las paredes de los vasos san-
guíneos (210). Las laminas A y C son proteínas de la membrana del núcleo 
que controlan funciones celulares diversas entre las que destacan la organiza-
ción y la estabilidad mecánica de la cromatina, la transcripción, la replicación 
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del DNA, así como la polarización de células durante la migración (211). 
Resultados preliminares de nuestro laboratorio han correlacionado cambios 
a nivel de RNA mensajero y de proteína en los niveles de lamina A en neu-
trófi los envejecidos. De esta forma, podríamos pensar que el envejecimiento 
y las reordenaciones que se producen en el núcleo mediadas por lamina A u 
otras proteínas, preceden la eliminación de estas células que han transmigrado 
a tejidos. En apoyo de esta hipótesis un estudio reciente ha relacionado la so-
breexpresión in vitro de lamina A en células HL-60 (promielocitos humanos) 
con la reducción en la migración de estas células a través de poros de reducido 
diámetro (212). Por tanto, alteraciones en la morfología del núcleo mediadas 
por lamina A podrían ocurrir asociadas al proceso de envejecimiento y a la 
eliminación de neutrófi los. 
Los neutrófi los envejecen rápidamente en la circulación, lo que puede com-
prometer su función en la respuesta innata y precisaría de su eliminación de la 
sangre. Defectos en el tráfi co de neutrófi los (Figura 24 y 26A) promueven una 
expansión de esta población y una mayor susceptibilidad a infecciones. Los 
neutrófi los envejecidos expresan niveles elevados del receptor CXCR4 lo que 
en teoría les capacitaría con un mayor tropismo hacia la médula ósea, donde 
los niveles de CXCL12 son constitutivamente altos (Figura 4E) (90). Nuestros 
datos sin embargo, indican que la población envejecida que expresa niveles 
más altos este receptor, no posee ninguna ventaja sobre la población CD62L-
HICXCR4LO en lo que respecta a migración a médula ósea (Figura 15E). No 
obstante, la población de neutrófi los envejecidos CXCR4HI sí presenta una 
atracción mayor hacia macrófagos medulares (Figura 15E) los cuales son una 
fuente potencial de CXCL12 en médula ósea (213), así como una mayor tasa 
de eliminación que la población de neutrófi los jóvenes. 
Estas observaciones sugieren que las alteraciones de receptores de membra-
na en los neutrófi los podrían facilitar la migración local de neutrófi los hacía 
áreas específi cas en tejidos, que permitan el reconocimiento y su eliminación 
a través de fagocitos. 
Por otra parte, hemos observado que el perfi l de expresión de RNA mensajero 
en neutrófi los envejecidos está enriquecido en receptores de adhesión y qui-
mioquinas relacionadas con infl amación. La expresión de CD62L y CD11b 
en neutrófi los envejecidos (Figura 4E) junto a los datos de expresión transcrip-
cional, recuerdan al fenotipo de neutrófi los activados (214) lo que sugiere que 
el envejecimiento podría ser una forma de activación que determina el mo-
mento de la eliminación de neutrófi los en condiciones basales y que comparte 
rutas de señalización comunes a infl amación. En apoyo de esta afi rmación 
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un estudio de Suratt y colaboradores (106) demostró que la eliminación de 
neutrófi los depende en gran medida del grado de activación y maduración de 
estas células. Nuestros resultados demuestran que la población CD62LLOCX-
CR4HI presenta además una reducción de la expresión de la molécula CD47, 
lo que podría favorecer la fagocitosis de neutrófi los envejecidos in vivo (166).
Actualmente nos encontramos investigando las señales que controlan el pro-
ceso de envejecimiento en neutrófi los. Curiosamente, experimentos iniciales 
de reconstitución en animales WT con médula ósea procedente de animales 
WT y Cxcr2–/– han demostrado que los neutrófi los del donante defi ciente para 
el receptor CXCR2 presentan un fenotipo menos envejecido. Estos resultados 
sugieren por tanto que ciertos receptores podrían contribuir particularmente 
al envejecimiento de neutrófi los en condiciones homeostáticas de una manera 
que es intrínseca a la célula. Por otra parte, estamos generando dos líneas de 
ratones en los que específi camente hemos eliminado la expresión en neutrófi -
los de genes del reloj molecular o hemos eliminado genes relacionados con la 
regulación transcripcional de la expresión de estos genes para evaluar el meca-
nismo molecular que sincroniza envejecimiento y eliminación de neutrófi los. 
En resumen, hemos identifi cado mediante los marcadores CXCR4 y CD62L 
la población de neutrófi los envejecidos en circulación cuyos niveles fl uctúan 
en sangre. El mecanismo de envejecimiento de neutrófi los parece ser inde-
pendiente de factores extrínsecos y en estudios futuros analizaremos en detalle 
el mecanismo que regula este proceso. Defi nida la población de neutrófi los 
envejecidos nos preguntamos a continuación si la eliminación de neutrófi los 
infl uye en la fi siología de los órganos en los que se produce.
2. ELIMINACIÓN DE NEUTRÓFILOS EN 
EL ORGANISMO.
La presencia de neutrófi los en reservorios repartidos en el organismo permite 
un reclutamiento efectivo de estas células en infl amación. En homeostasis, los 
neutrófi los presentan una distribución ubicua (Figura 22) y defi ciencias en su 
tráfi co promueven alteraciones en esta distribución (Figura 26A). Los resultados 
refl ejados en nuestro estudio apuntan a que la eliminación de neutrófi los regula 
de manera indirecta la producción y distribución de neutrófi los en el organismo 
y restablece el tráfi co de HSPC y la homeostasis del nicho hematopoyético. 
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En nuestros estudios hemos analizado la presencia de neutrófi los en el orga-
nismo en animales LysMGfp (Figura 22). En este modelo, los neutrófi los se en-
cuentran distribuidos principalmente en la médula ósea, la sangre, el pulmón 
y el músculo esquelético. Posteriormente, hemos analizado la eliminación de 
neutrófi los procedentes de sangre en el modelo de parabiosis con animales 
WT (Figura 23). Estos datos han evidenciado el tráfi co de neutrófi los en con-
diciones homeostáticas desde la sangre a órganos anteriormente no descritos 
como el intestino grueso, la piel, la grasa o el músculo esquelético. 
Contribución de selectinas, ligandos de selectina e integri-
nas en el proceso de clearance
Por otro lado hemos analizado que el proceso de eliminación de neutrófi los 
requiere de una serie de receptores y ligandos específi cos para cada tejido 
(Figura 33). Mediante microscopía intravital y ensayos de reconstitución de 
médula ósea, hemos comprobado que la eliminación de neutrófi los en tejido 
requiere selectinas e integrinas (Figura 33). Neutrófi los defi cientes en el ligan-
do de selectinas Fut7 o en el receptor CXCR4, no infi ltran correctamente 
la médula ósea (Figura 8 y 26), así como los neutrófi los Fut7−/− presentan un 
problema de eliminación en piel e intestino grueso en el modelo de parabiosis 
(Figura 26). Estos resultados confi rman que la eliminación de neutrófi los está 
estrictamente regulada por pares receptores-ligando, y que las interacciones 
entre estos pares son específi cas para cada tejido. 
Contribución de macrófagos residentes y señales LXR 
En nuestros experimentos hemos encontrado que la presencia de macró-
fagos y de señales LXR son componentes esenciales para la modulación del 
nicho hematopoyético durante la eliminación de neutrófi los en condiciones 
basales (Figuras 16, 17 y 28). Estudios recientes han demostrado un papel pri-
mordial de macrófagos en el mantenimiento de HSPC en la cavidad medular, 
a través de factores desconocidos (149, 151). Hemos descubierto que los 
neutrófi los envejecidos migran hacia regiones enriquecidas en macrófagos, lo 
que determina su posterior eliminación (Figura 15). 
Los neutrófi los defi cientes en Fut7 presentan un clearance en médula ósea 
menos efi ciente comparado con neutrófi los WT (Figura 8). Los ratones Fut7−/− 
presentan neutrofi lia y niveles de progenitores elevados (Figura 24). En vista a 
estos resultados decidimos analizar el proceso de eliminación de neutrófi los 
en otros tejidos para establecer una conexión entre la eliminación de neutrófi -
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los y el tráfi co desregulado de HSPC en este modelo. En concreto hemos ob-
servado que los neutrófi los defi cientes en Fut7 no se eliminan correctamente 
en piel e intestino grueso (Figura 26A). 
Para relacionar los resultados de eliminación de neutrófi los en circulación con 
el proceso de eliminación activa o fagocitosis hemos analizado este proceso en 
macrófagos de tejido de animales Fut7−/−. Mediante el modelo de parabiosis, 
hemos observado que los neutrófi los son eliminados principalmente por ma-
crófagos en bazo, médula ósea e hígado, y sorprendentemente, en el intestino 
grueso (Figura 27). Sin embargo en tejidos donde el clearance de neutrófi los 
WT es signifi cativo como la piel o el músculo esquelético, no hemos detec-
tado fagocitosis lo cual sugiere un tránsito temporal de neutrófi los en estos 
órganos. 
La eliminación de macrófagos con clodronato en parejas de parabiontes Fut7−/− 
sugiere que las poblaciones de macrófagos de médula ósea, bazo e hígado no 
son requeridas para la modulación del nicho hematopoyético (Figura 28), aun-
que por otro lado sean de las más activas fagocitando neutrófi los (Figura 27). 
Estos resultados son opuestos a los observados en animales WT en médula 
ósea, donde la presencia de macrófagos resulta fundamental para el proceso de 
movilización diaria de HSPC (Figura 20B). A priori podríamos pensar que la 
población de macrófagos susceptible de eliminación con clodronato es pres-
cindible para el clearance de neutrófi los en periferia. Sin embargo, en ausencia 
de macrófagos que expresan la sialoadhesina CD169 y que también desapare-
cen con clodronato (hígado, bazo y médula ósea) se produce una desregulación 
del tráfi co de HSPC a nivel global, lo que nos invita a pensar lo contrario 
(Figura 32). 
Nuestros resultados no excluyen por tanto la posibilidad de que los macró-
fagos de otros tejidos modulen de forma remota la respuesta del nicho en 
ausencia de las poblaciones fagocíticas en médula ósea, bazo e hígado. Dada 
la enorme heterogeneidad y plasticidad a nivel funcional y fenotípico de los 
monocitos y los macrófagos, una posible explicación a estos resultados sería 
que poblaciones de macrófagos diferenciadas de novo, o residentes en otros 
tejidos se encarguen de la fagocitosis de neutrófi los en este escenario. En con-
junto, la eliminación coordinada de neutrófi los mediante señales similares a 
las que ocurren en médula ósea (LXR) podría modular la actividad del nicho 
hematopoyético. 
Estudios previos han demostrado la existencia en la mucosa del intestino de 
células T secretoras de IL-17, la cual es importante en la regulación de los 
niveles homeostáticos de neutrófi los en circulación (215). La eliminación en-
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dógena de neutrófi los Fut7−/− en este órgano está reducida (Figura 26A) y los 
niveles de IL-17 se encuentran incrementados en animales con problemas 
en el tráfi co de neutrófi los (189). Estas evidencias sugieren que el clearance 
de neutrófi los WT en el intestino de animales Fut7−/− podría restablecer la 
homeostasis de la producción de IL-17 y con ello los niveles de neutrófi los 
y HSPC. Además, existen poblaciones específi cas de macrófagos intestinales 
que expresan la sialoadhesina CD169 (216) y junto con otras poblaciones 
de macrófagos CD169+, podrían ser responsables directa o indirectamente 
de la regulación del nicho hematopoyético en animales con defi ciencias en el 
tráfi co de neutrófi los.
En este escenario de señalización multiorgánica, la detección de uno o varios 
de estos factores resulta extremadamente compleja. Por este motivo nuestro 
siguiente paso será el análisis de genes mediante qPCR implicados en fago-
citosis y respuesta de nicho (Scf, Cxcl12, Vcam1 y Angpt1) en los órganos de 
interés (intestino grueso, piel y médula ósea). Para comprobar si la población 
o poblaciones de macrófagos que expresan el receptor CD169 es importante 
en el proceso de eliminación de neutrófi los, actualmente estamos generando 
ratones Fut7−/− x CD169-DTR, donde podremos eliminar las poblaciones 
de macrófagos CD169 mediante toxina diftérica (149). El análisis de estos 
animales nos permitirá defi nir la contribución de los subtipos de macrófagos 
en la regulación remota del tráfi co de HSPC. 
La activación de receptores nucleares LXR induce cambios transcripcionales y 
funcionales tras la fagocitosis de células apoptóticas (200). Nuestros resultados 
demuestran que los receptores LXR (Figura 17) modulan la respuesta del nicho 
hematopoyético y la movilización de HSPC a sangre. Además, el clearance de 
neutrófi los en médula ósea induce la oscilación en la expresión de genes diana 
de LXR (Abca1 y Mertk) (Figura 17B) en macrófagos. Como consecuencia de 
esta modulación, los niveles de HSPC fl uctúan en sangre (Figuras 17C y 20). 
Sin embargo, no podemos excluir la posibilidad de la modulación del nicho 
hematopoyético por la activación de receptores LXR ocurra de forma exclusiva 
en macrófagos, ya que otras poblaciones de médula ósea también expresan am-
bas isoformas de receptores LXR (Figura 17A). Estudios recientes han demostra-
do que la expresión de transportadores reversos de colesterol ABC en células 
del linaje mieloide son fundamentales para la movilización de progenitores 
hematopoyéticos (191). Por tanto, la caracterización de las células del nicho 
hematopoyético que expresan receptores LXR será fundamental para discrimi-
nar el papel de su activación en la regulación del nicho hematopoyético. 
Complementariamente, se ha atribuido una función para estos receptores en 
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la eliminación de neutrófi los en periferia (190). Los macrófagos de ratones 
LXRdKO no eliminan efi cientemente neutrófi los lo que resulta en una acu-
mulación neta de los mismos en sangre, bazo e hígado (190). Mediante estu-
dios in vitro los autores demostraron que la neutrofi lia presente en animales 
LXRdKO es consecuencia de un defecto en eliminación junto a una disfun-
ción del eje que controla los niveles de G-CSF, ocasionando neutrofi lia en 
estos animales. Aunque estos estudios no excluyen otras alteraciones secunda-
rias que produzcan granulopoiesis, proveen evidencias fi rmes de que la acti-
vación de estos receptores en fagocitos concretos de tejidos periféricos podría 
participar igualmente en la modulación remota del nicho hematopoyético.
Papel del bazo en clearance de neutrófi los
La eliminación del bazo parece ser crucial para la corrección de los niveles 
de HSPC en el modelo Fut7−/− (Figura 28). El bazo actúa como órgano hema-
topoyético en condiciones patológicas (41, 42) y animales con defectos en 
tráfi co de granulocitos presentan hematopoiesis extramedular en este órgano 
(85). Ratones WT en los que el bazo ha sido eliminado mediante cirugía 
(esplenectomía) presentan un aumento de los niveles neutrófi los en circula-
ción y HSPC. En este sentido, la contribución doble del bazo como órgano 
donde se produce eliminación de neutrófi los (Figura 27) y como órgano he-
matopoyético, podría explicar estos resultados. Por un lado, los macrófagos 
del bazo contribuirían a la eliminación de neutrófi los y su ausencia explicaría 
una pérdida posterior de la modulación del nicho. Sin embargo, en vista de 
los resultados de eliminación de macrófagos con clodronato esta explicación 
no parece ser la más plausible, ya que los macrófagos de este órgano son pres-
cindibles para la regulación del tráfi co de HSPC. 
Nuestra hipótesis acerca de este mecanismo contempla la comunicación entre 
los dos órganos hematopoyéticos principales en el organismo, la médula ósea 
y el bazo. En animales esplenectomizados las señales producidas por la elimi-
nación de neutrófi los en tejidos no serían integradas por el bazo, que actuaría 
como un sensor en periferia de los niveles de neutrófi los. En ausencia de esta 
señal, la comunicación entre la médula ósea y el bazo permanece bloqueada, 
lo que conlleva una desregulación de la actividad del nicho hematopoyético 
en ratones Fut7−/−. Para probar esta hipótesis en la actualidad estamos reali-
zando experimentos en los que caracterizaremos el clearance de neutrófi los y 
la respuesta del nicho en animales Fut7−/− esplenectomizados.
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Clearance y marginación de neutrófi los 
En nuestro modelo experimental es importante discriminar entre la desapari-
ción defi nitiva de neutrófi los de circulación o clearance, y el tráfi co temporal 
o almacenamiento de neutrófi los en la vasculatura de órganos que puedan 
actuar como reservorios temporales (marginación). Estudios clásicos y más 
recientes han puesto su interés en el denominado reservorio marginado de 
neutrófi los, que refl eja este sistema de reserva adicional además del que en-
contramos en los órganos granulopoiéticos. Uno de estos reservorios es el 
pulmón. Se ha comprobado que el inhibidor de CXCR4 AMD3100, reclu-
ta neutrófi los a circulación procedentes de pulmón sin afectar el reservorio 
de médula ósea (97). Este hecho implicaría que el pool de neutrófi los mar-
ginados en pulmón difi ere funcionalmente del presente en médula ósea, a 
pesar de que la retención de neutrófi los en estos órganos esté regulado por 
el mismo receptor, CXCR4. Se desconoce la naturaleza exacta del pool de 
neutrófi los marginados, así como el mecanismo que produce la marginación 
hacia órganos particulares. En nuestros experimentos hemos observado que 
los neutrófi los se marginan rápidamente a pulmón, hígado y bazo. Sin embar-
go, esta marginación sólo correlaciona con clearance y eliminación activa por 
fagocitosis, en bazo e hígado (Figuras 26 y 27). La marginación de neutrófi los 
en pulmón, hígado y bazo supondría un almacenamiento temporal de estas 
células, que podría estar coordinada con el proceso de envejecimiento. La eli-
minación de neutrófi los envejecidos en médula ósea, hígado, bazo e intestino 
sincronizaría la movilización de neutrófi los de estos reservorios, los cuales 
envejecerían en circulación y serían posteriormente eliminados. Es posible 
por tanto que la marginación y el clearance de neutrófi los sean eventos inde-
pendientes, pero coordinados en la eliminación multiorgánica de neutrófi los.
En ratones reporteros para la expresión de CXCL12 hemos comprobado que 
existen células de distintos tipos que producen esta quimioquina en otros 
órganos diferentes de la médula ósea (Figura 30A). Células endoteliales y es-
tromales expresan CXCL12, por lo que los neutrófi los que expresan CXCR4 
podrían migrar en respuesta a gradientes dinámicos hacia estos órganos al 
igual que ocurre en médula ósea. Sin embargo, actualmente no hemos cuan-
tifi cado la cantidad absoluta de CXCL12 que se produce por órgano lo cual 
formará parte de nuestros análisis futuros. Diferencias cuantitativas más que 
cualitativas podrían ser clave en la atracción de neutrófi los envejecidos que 
expresen CXCR4 hacia estos gradientes y esto podría ser uno de los factores 
determinantes en la eliminación de neutrófi los.
Nuestros resultados no excluyen la posibilidad de que otro factor o factores 
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junto a CXCL12 determinen la migración y posterior clearance de neutrófi los. 
En este sentido, la existencia de gradientes de moléculas tipo eat-me que pro-
mueven la eliminación de neutrófi los, o moléculas puente como MFGE8 o 
GAS6 que lo facilitan, podría favorecer su eliminación en órganos concretos. 
En este sentido, ratones defi cientes en GAS6 y en MFGE8 presentan neutro-
fi lia en sangre (Figura 29 y (190)). MFGE8 ha sido previamente implicado en 
la eliminación de linfocitos apoptóticos y en el desarrollo de autoinmunidad 
debido a la acumulación de estas células en bazo por defectos en su fagocitosis 
(217). El procesamiento o la fagocitosis de neutrófi los podría ser un mecanis-
mo ordenado que precise de moléculas como MFGE8, como en el caso de la 
eliminación de linfocitos en el timo o en el bazo. En el futuro analizaremos el 
proceso de clearance en animales defi cientes para Fut7 y MFGE8, con el fi n 
de probar si la eliminación de este factor impide la eliminación homeostática 
de neutrófi los en determinados tejidos. 
Regulación circadiana de la eliminación de neutrófi los 
Los neutrófi los fl uctúan en circulación presentando valores máximos a ZT5 
y mínimos entre ZT13-ZT17 (Figura 5B). Mediante experimentos de micros-
copía intravital hemos observado que los niveles mínimos de neutrófi los en 
sangre coinciden con una mayor interacción con la vasculatura y extravasa-
ción en tejidos como músculo esquelético y piel (Figura 33). Estos experimen-
tos sugieren que el proceso de clearance está programado específi camente en 
determinados momentos del día. 
Este proceso está regulado además por una mayor expresión de receptores 
relacionados con la migración de leucocitos y específi co para cada tejido (60). 
Así, la mayor expresión del receptor ICAM-1 a ZT13 determina la elimina-
ción de neutrófi los en músculo esquelético y piel, y probablemente, en múl-
tiples tejidos en periferia. Por otra parte, la migración de leucocitos a médula 
ósea es dependiente de las selectinas P y E y ocurre preferencialmente a ZT13 
(60). De acuerdo con estas observaciones, nuestros datos demuestran que 
la eliminación de neutrófi los en periferia es parcialmente independiente de 
selectinas (Figura 33 C y D). Contrariamente, la presencia de ICAM-1 en el en-
dotelio y de sus receptores las integrinas β2 en el neutrófi lo, son fundamenta-
les para la transmigración de los mismos en tejido y su posterior eliminación 
(Figura 33C-E). 
El proceso de eliminación de neutrófi los en periferia depende principalmente 
del eje ICAM-1-integrinas β2 (Figura 33E) y es independiente de las selectinas 
endoteliales P y E en los tejidos analizados (Figura 33C-D). Sorprendentemen-
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te, hemos observado que el bloqueo del clearance de neutrófi los mediado por 
estos receptores participa en la regulación remota del nicho y de los niveles de 
HSPC en la sangre de animales Fut7−/− y PEdKO, conectando la eliminación 
de neutrófi los en periferia con la regulación de la actividad del nicho hemato-
poyético (Figura  25B y 34B).
Por tanto, selectinas e integrinas cooperan en la eliminación de neutrófi los en 
tejidos periféricos y el clearance de neutrófi los en órganos distantes instruye 
a la médula ósea de las señales necesarias para la regulación de los niveles ho-
meostáticos de HSPC. 
3. MODULACIÓN DEL NICHO 
HEMATOPOYÉTICO POR ELIMINACIÓN 
DE NEUTRÓFILOS
La eliminación de neutrófi los en periferia se ha relacionado previamente 
con la regulación del nicho hematopoyético (189). En estos estudios se sugi-
rió que el clearance de neutrófi los en tejidos la realizan macrófagos y células 
dendríticas residentes en pulmón, bazo y nódulos linfáticos mesentéricos. Me-
diante este mecanismo se demostró que la fagocitosis in vitro de neutrófi los 
regula la producción de las citoquinas IL-23 y IL-17, ésta última responsable 
directa de la producción de G-CSF, que puede inducir a su vez proliferación 
y movilización de progenitores hematopoyéticos (218). 
Clearance en periferia y regulación por G-CSF
La correlación entre los niveles de G-CSF y el número de neutrófi los en cir-
culación hizo que se postulase la teoría del neutrostato por la que los niveles 
de esta citoquina serían los responsables últimos de la producción de neutró-
fi los en función de la demanda en cada momento del organismo (219). Una 
reformulación de esta teoría vino de la mano del laboratorio de Klaus Ley, 
relacionando los mecanismos reguladores de la producción de neutrófi los con 
el proceso de eliminación de los mismos: en modelos animales donde el trá-
fi co de neutrófi los está parcialmente impedido por la ausencia de receptores 
implicados en migración, la transferencia y la consiguiente fagocitosis de neu-
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trófi los WT restablece los niveles de neutrófi los en circulación, inhibiendo la 
producción de G-CSF (189). 
En una visión más amplia de estos resultados estas evidencias demuestran que 
la actividad del nicho hematopoyético, y en concreto, la generación de gra-
nulocitos puede regularse por la presencia de sensores (fagocitos) en periferia 
vía G-CSF.
En este trabajo hemos observado que los niveles de G-CSF fl uctúan en plasma 
siguiendo la misma tendencia que neutrófi los y HSPC en animales WT (Figura 
36A). Consecuentemente, animales con defectos en migración de neutrófi los 
presentan niveles de G-CSF elevados (Figura 36B) ya que presuntamente, no 
se inhibe el bucle IL23/IL17/G-CSF antes mencionado. Inesperadamente, 
en este escenario las oscilaciones circadianas de HSPC permanecen intactas 
(Figura 34B). Un hallazgo importante es que la respuesta del nicho hematopo-
yético en animales Fut7−/− se puede alterar bajo determinadas circunstancias: 
la transferencia de neutrófi los puede inducir en unos casos la movilización 
de HSPC pero en otras ocasiones promueve una corrección de los niveles 
de HSPC (Figura 18) en sangre. La respuesta del nicho hematopoyético está 
por tanto sujeta a modulación por distintos factores, donde la producción de 
G-CSF en periferia desempeña un papel fundamental (46, 189).
Para conocer si el clearance de neutrófi los en periferia regula la respuesta de-
pendiente de G-CSF del nicho hematopoyético, analizamos los niveles de 
progenitores hematopoyéticos en sangre en distintos escenarios de elimina-
ción de neutrófi los. Únicamente encontramos una corrección de los valores 
de HSPC en ratones expuestos a neutrófi los WT y defi cientes para el receptor 
CXCR4 (Figura 25B). Estos datos sugieren que la eliminación de neutrófi los 
por fagocitos es independiente de su infi ltración en médula y ocurre preferen-
cialmente en órganos periféricos. Esta eliminación, sin embargo, es detectada 
por el nicho hematopoyético de médula ósea (Figura 25C).
El bloqueo de las citoquinas que participan en el bucle de eliminación de neu-
trófi los en periferia es decir IL-17 y G-CSF, no tuvo un impacto en los niveles 
de HSPC en circulación ni en su cinética circadiana (Figura 36C). Por otra 
parte, en modelos de neutropenia genética hemos observado que los nive-
les de progenitores hematopoyéticos fl uctúan normalmente. Estos resultados 
indicarían que otras vías alternativas participan en el mantenimiento de las 
oscilaciones circadianas de HSPC. En este sentido, las HSPC podrían oscilar 
mediante mecanismos intrínsecos, como la regulación circadiana controlada 
por genes del reloj molecular. 
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En conjunto, nuestros resultados sugieren que la eliminación de neutrófi los 
modula las oscilaciones circadianas de HSPC (Figura 34B), pero las fl uctuacio-
nes de progenitores hematopoyéticos per se están controladas por los com-
ponentes moleculares que constituyen el reloj circadiano. En la actualidad 
estamos generando dos modelos murinos para eliminar la expresión específi ca 
de genes reloj o de sus reguladores en neutrófi los. Estos modelos nos serán de 
utilidad para corroborar que el clearance circadiano de neutrófi los regula la 
actividad rítmica del nicho hematopoyético.
Nichos periféricos
Los resultados obtenidos con el modelo Fut7−/− sugieren que existen cam-
bios a nivel de CXCL12 en médula ósea como consecuencia de la elimina-
ción de neutrófi los en periferia  (es decir, extramedular) (Figura 25C). Existen 
evidencias previas de la expresión de CXCL12 en distintos tejidos así como 
de otras citoquinas relacionadas con granulopoiesis o tráfi co de HSPC (46). 
Igualmente, estudios recientes han demostrado la existencia de hematopoiesis 
extramedular en tejidos como el bazo en circunstancias de estrés y anomalías 
en el tráfi co de granulocitos (41, 195). 
Hemos encontrado que las poblaciones de HSPC en bazo, en hígado y en la 
médula ósea, fl uctúan (Figura 32A). En paralelo, hemos encontrado que las 
células que producen CXCL12 se encuentran localizadas en múltiples tejidos 
(Figura 30A). Estas evidencias nos incitan a especular sobre la posible existen-
cia de nichos accesorios en el organismo. De la misma forma que el nicho 
hematopoyético de médula ósea, los nichos periféricos podrían estar contro-
lados por mecanismos similares o distintos. De esta forma la presencia de 
HSPC en determinados órganos sugiere un tráfi co constante de estas células 
en el organismo (Figura 32A). Guiadas por gradientes de citoquinas las HSPC 
circularían a través de estos nichos en determinados momentos del día. El 
tráfi co de HSPC contribuiría de esta forma a la defensa inmune a través de la 
diferenciación in situ de células mieloides efectoras, dotando al organismo de 
un sistema de defensa adicional (38, 158).
Por otro lado, hemos encontrado que los macrófagos CD169 son fundamen-
tales para la modulación del nicho en médula ósea, pero parecen jugar un 
papel importante también en periferia. La eliminación específi ca de poblacio-
nes CD169+ en hígado, bazo y médula ósea ocasiona una pérdida total de las 
oscilaciones circadianas de HSPC (Figura 32B). Las poblaciones de macrófagos 
que expresan CD169 incluyen a macrófagos metalofílicos y de la zona margi-
nal del bazo, macrófagos de nódulos linfáticos y macrófagos de médula ósea 
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(220). Curiosamente, el bazo y los nódulos linfáticos son tejidos donde se ha 
descrito la existencia o el tráfi co de HSPC en condiciones homeostáticas y de 
infl amación (26, 42, 158, 221). Igualmente, se ha descrito la presencia de 
macrófagos que expresan esta sialoadhesina en piel e intestino (73, 216). Por 
tanto, los macrófagos CD169+ podrían constituir un componente clave y un 
criterio unifi cador para la identifi cación de nuevos nichos hematopoyéticos. 
La existencia de nichos en periferia con potencial actividad hematopoyética 
plantea la cuestión fundamental de si los factores y las células que los integran 
poseen algún paralelismo con los que se encuentran en el nicho de medula 
ósea. Para conocer si este u otros gradientes podrían condicionar la respuesta 
de los nichos en periferia actualmente estamos analizando mediante qPCR los 
perfi les de expresión de genes relacionados con la actividad hematopoyética 
del nicho, como Scf, Cxcl12, Vcam1 y Angpt1 en los órganos identifi cados 
como importantes durante el clearance de neutrófi los.
Otros mecanismos de regulación de generación de neutrófi los 
y tráfi co de HSPC
En los últimos años se ha puesto de manifi esto el papel de los microorga-
nismos del tracto intestinal como reguladores de la granulopoiesis en condi-
ciones basales y en respuestas de emergencia. Así, ratones libres de patógenos 
(germ-free) desarrollan neutropenia y las señales derivadas de la microbiota 
son necesarias para la maduración de neutrófi los en condiciones homeostáticas 
(222). En un estudio reciente se demostró que la neutropenia inducida por el 
anticuerpo Ly6G, promueve elevaciones temporales de G-CSF en médula ósea 
y un aumento de la granulopoiesis como respuesta a su eliminación. En ani-
males defi cientes para el receptor TLR4 o TRIF -su adaptador- esta respuesta 
está bloqueada sugiriendo que los ligandos de receptores TLR activados por la 
microbiota promueven la generación de neutrófi los (223). Las HSPC expresan 
receptores TLR y su activación induce diferenciación hacia el linaje mieloide 
(36). Igualmente, el estroma y el endotelio también participan en la detección 
de señales derivadas de microorganismos e indirectamente en granulopoiesis, 
mediante la producción de factores que la promueven como G-CSF (35, 46). 
Por tanto, la generación de neutrófi los y el tráfi co de HSPC forman parte de 
un proceso complejo donde el clearance de neutrófi los y la microbiota tiene 
un papel determinante. Curiosamente, resultados preliminares del laboratorio 
han demostrado que el proteoma de neutrófi los envejecidos está enriquecido 
en CD14, una molécula sensor de niveles de endotoxina, entre otras moléculas 
implicadas en infl amación y metabolismo oxidativo.
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Precisamente, los neutrófi los defi cientes en Fut7−/− poseen un defecto de eli-
minación en piel e intestino (Figura 26), dos de los órganos que albergan un 
mayor número y diversidad de microorganismos (224). Es más, los animales 
Fut7−/− son más susceptibles a infección (196). El papel de la microbiota en 
granulopoiesis descrito durante los últimos años (223) nos permite proponer 
un modelo de eliminación de neutrófi los en animales Fut7−/−. En este escena-
rio, los neutrófi los WT ó CXCR4 atraídos por señales derivadas de la micro-
biota infi ltrarían estos órganos e inducirían una reducción de la infl amación 
de los animales Fut7−/− tras su eliminación en este tejido o en otros (regula-
ción remota del nicho). De forma opuesta, los neutrófi los que no infi ltran 
correctamente en estos tejidos (Cxcr2−/− y CD18−/−) no pueden ser eliminados 
efi cientemente, por lo que los niveles de neutrófi los y HSPC en la sangre del 
animal Fut7−/− permanecen elevados, emulando una condición crónica infl a-
matoria. 
Regulación circadiana del sistema inmune y del nicho 
hematopoyético
Nuestros resultados también necesitan ponerse en el contexto de la regula-
ción circadiana del sistema inmune (187). Hemos demostrado que existe un 
clearance preferencial de neutrófi los hacia órganos concretos a ZT13 (Figura 
33). Adicionalmente, existen estudios que han confi rmado el componente cí-
clico en la producción y secreción de citoquinas infl amatorias en el organismo 
(174). Enfermedades como el asma, el infarto de miocardio y la artritis reu-
matoide, han sido relacionadas con el grado de activación de células efectoras 
del sistema inmune innato y un mayor infi ltrado de leucocitos a los tejidos 
diana en determinados momentos del día (174). Por ello, la regulación tem-
poral del clearance de neutrófi los podría resultar importante en el desarrollo 
de enfermedades infl amatorias, donde existe un elevado reclutamiento de 
neutrófi los y una necesidad constante de eliminación de estas células. En rela-
ción a esto se ha demostrado un mayor grado de obesidad en animales cuyos 
monocitos no presentan oscilaciones circadianas (179).
Consideraciones fi nales
Hemos observado que la eliminación de neutrófi los en médula ósea indu-
ce una disminución del tamaño del nicho y de su función (Figura 12). Por 
el contrario, la eliminación de neutrófi los fuera de médula ósea induce un 
aumento del número de células relacionadas con nicho y de los niveles de 
103
103 Discusión
CXCL12 (Figura 9). En conjunto, demostramos que la eliminación de neu-
trófi los en médula ósea determina las oscilaciones circadianas y homeostáticas 
de progenitores hematopoyéticos mediante el efecto directo sobre el nicho 
hematopoyético (Figura 21). 
Aprovechándonos del animal defi ciente en Fut7, hemos analizado la respuesta 
y regulación del nicho hematopoyético imitando una condición infl amatoria, 
donde los niveles de neutrófi los y HSPC en circulación están elevados. Este 
modelo nos ha permitido además analizar órganos en los que la eliminación 
de neutrófi los no es efi ciente debido a la ausencia específi ca de pares recep-
tor-ligando. Estos resultados nos han permitido proponer el siguiente modelo 
(Figura 38): en la piel y el intestino de animales con defi ciencias en el tráfi co 
de neutrófi los la inhibición del clearance endógeno podría promover un au-
mento de G-CSF sistémico (Figura 36B) y consecuentemente, de los niveles de 
HSPC en circulación (Figura 24). En condiciones fi siológicas, la eliminación 
de neutrófi los en estos órganos regula los niveles de G-CSF y CXCL12. Por 
tanto, la eliminación de neutrófi los en órganos periféricos normaliza la acti-
vidad del nicho hematopoyético mediante señales que se generan en periferia 
y que se integran vía bazo (Figura 28) y médula ósea. La dependencia de pares 
selectina-ligando específi cos para la eliminación de neutrófi los en cada órga-
no, implica que la modulación del nicho hematopoyético puede ser dirigida 
hacia órganos particulares, contribuyendo a la recuperación del sistema he-
matopoyético (Figura 25B) o bien forzando la movilización de HSPC (Figura 
18), lo cual puede tener potencial interés clínico. 
Además de nuestras observaciones, la eliminación de neutrófi los en el orga-
nismo podría estar relacionada con la modulación de los niveles de colesterol. 
Uno de los efectos descritos para los glucocorticoides y las estatinas es el au-
mento del proceso de eferocitosis en macrófagos (225). Por otro lado, ratones 
WT transplantados con la médula ósea de animales Cxcr2−/−-cuyos neutrófi los 
no envejecen y no son eliminados normalmente- presentan una disminución 
drástica del tejido adiposo blanco subcutáneo y de su peso corporal. La elimi-
nación de neutrófi los en un escenario de infl amación (hipercolesterolemia) o 
en condiciones basales, podría suponer un nuevo mecanismo para la regula-
ción del colesterol en el organismo. Finalmente el repertorio de señales que 
los neutrófi los generan durante su envejecimiento y su eliminación podrían 
modular directamente la respuesta del nicho hematopoyético. En el futuro 
conocer estas señales así como las células responsables de su interpretación, 
nos permitirá modular la respuesta del sistema inmune y hematopoyético. 
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El trabajo de esta tesis describe la eliminación de neutrófi los como mecanis-
mo regulador de la homeostasis del nicho hematopoyético y del tráfi co de 
HSPC. Durante los próximos meses y antes de iniciar mis estudios posdocto-
rales analizaremos el perfi l de expresión de genes relacionados con la actividad 
del nicho hematopoyético regulados en respuesta al clearance de neutrófi los. 
Además, analizaremos las poblaciones de células que producen CXCL12 fue-
ra de médula ósea y comprobaremos si el clearance de neutrófi los tiene un 
impacto en la función del nicho hematopoyético de células endoteliales o me-
senquimales. Por último, analizaremos las señales intrínsecas que determinan 
el envejecimiento de neutrófi los mediante los modelos animales que carecen 
de genes centrales del reloj molecular. 
En resumen, nuestro trabajo demuestra que la eliminación diaria de células 
con potencial tóxico y frágil integridad, preserva la homeostasis en el orga-
nismo. 


Conclusiones
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Los resultados obtenidos en este trabajo nos han permitido extraer las si-
guientes conclusiones:
1. Los neutrófi los sufren un proceso de envejecimiento en circulación, ca-
racterizado por el aumento de la expresión de CXCR4 y la pérdida de 
CD62L. Hemos identifi cado otros marcadores que cambian durante el 
proceso de envejecimiento de neutrófi los.
2. Los niveles de neutrófi los en sangre fl uctúan de forma circadiana, con 
valores máximos a ZT5 y mínimos a ZT13.
3. La eliminación espontanea o clearance de neutrófi los ocurre preferencial-
mente al inicio del periodo de actividad (ZT13) en múltiples tejidos.
4. El clearance de neutrófi los en médula ósea está relacionado con su fagoci-
tosis por macrófagos residentes y la activación de los receptores nucleares 
LXR.
5. La eliminación de neutrófi los en médula ósea disminuye la capacidad 
retentiva del nicho hematopoyético, induciendo una reducción en el nú-
mero de células CAR y producción de CXCL12, lo que favorece la movi-
lización homeostática de HSPC al torrente sanguíneo.
6. En condiciones basales, los neutrófi los se eliminan de forma ubicua en el 
organismo.
7. El tráfi co de neutrófi los en ausencia de infl amación está mediado por 
pares receptores-ligando específi cos y es fundamental para la correcta eli-
minación de estos leucocitos.
8. La eliminación de neutrófi los en piel, intestino y músculo esquelético es 
dependiente de ligandos de selectinas.
9. El clearance de neutrófi los en periferia modula el nicho hematopoyéti-
co por señales remotas. Este control requiere de macrófagos residentes 
CD169+ y de la presencia del bazo.
10. La presencia de células que producen CXCL12 en tejidos periféricos su-
giere la existencia de nichos hematopoyéticos en otros órganos que pue-
den ser diana de la actividad de neutrófi los eliminados.

Materiales y Métodos
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN
Los animales usados en los experimentos fueron indistintamente machos 
y hembras de 6-12 semanas de edad con fondo genético C57BL/6. Los ani-
males se mantuvieron en ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad; 
agua y dieta estándar fueron suministrados ad libitum. Los ratones fueron 
mantenidos en condiciones libres de patógenos específi cos (SPF) en la Uni-
dad del Animalario del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares. 
Algunos de los experimentos se realizaron en animales alojados en estatus 
de cuarentena, en cuyo caso aparece refl ejado específi camente en el pie de 
fi gura. Todos los experimentos se llevaron a cabo siguiendo los protocolos 
del Animalario y del Comité de Ética del Centro Nacional de Investigaciones 
Cardiovasculares. El listado de animales de experimentación se detalla en la 
siguiente Tabla 1:
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Tabla 1:  Ratones utilizados durante la experimentación. M.O, médula ósea.
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2. OBTENCIÓN Y PURIFICACIÓN DE 
NEUTRÓFILOS DE MÉDULA ÓSEA Y SANGRE
Neutrófi los de médula ósea
Las células de médula ósea procedentes de fémures y tibias fueron extraí-
das mediante perfusión a través del conducto medular con solución salina 
HBSS 1x (Hank's balanced salt solution) y 2 mM de EDTA. Los neutrófi los 
fueron purifi cados con Percoll (GE Healthcare, España) preparado al 62% 
con HBSS 1x. A continuación, los eritrocitos presentes en la preparación fue-
ron lisados con solución hipotónica (KH
4
Cl 0,15M/KHCO
3
 0,01M/EDTA 
0,01M) en agua destilada y el pH fue ajustado a un valor de 7,4. La pureza de 
los neutrófi los obtenidos fue determinada mediante citometría de fl ujo por la 
expresión del marcador Ly6G, específi co de este tipo celular. Rutinariamente, 
la pureza de neutrófi los que se obtuvo empleando este protocolo fue ≥ 90%. 
Para inducir “envejecimiento” de neutrófi los in vitro estos se cultivaron de 6 a 
18 horas en condiciones de esterilidad en medio completo RPMI suplemen-
tado con 10% de FBS y antibióticos penicilina/estreptomicina (P/S) al 1% a 
37°C (110). La adquisición del fenotipo envejecido defi nido por la expresión 
de los marcadores CXCR4HI y CD62LLO, fue determinada mediante citome-
tría de fl ujo.
Neutrófi los de sangre
Para la preparación de neutrófi los procedentes de sangre ratones de fenotipo 
silvestre o wild-type (WT) fueron inyectados intravenosamente con anticuerpos 
bloqueantes de selectinas endoteliales P y E (clones RB40 y 9A9, respectivamen-
te. Ver (Tabla 5)) para enriquecer el número de neutrófi los circulantes. Ratones PE-
dKO fueron también utilizados para la purifi cación de neutrófi los. En este caso, la 
sangre se extrajo mediante sangrado maxilar y/o retroorbital en tubos recubiertos 
con EDTA para evitar la coagulación. Posteriormente, la sangre fue incubada 
en metilcelulosa preparada al 2% en PBS 1x (phosphate-buff ered saline) estéril 
durante 40 minutos a temperatura ambiente. Los sobrenadantes enriquecidos en 
leucocitos fueron centrifugados durante 5 minutos a 4°C de temperatura y 160 
g, y lisados en solución hipotónica. A continuación, los leucocitos totales fueron 
incubados con anticuerpos anti- CD3, CD4, B220, CD71, CD115 y Siglec-F 
ver (Tabla 2) y las células negativas para estos marcadores fueron separadas por 
citometría de fl ujo en los equipos MoFlo Legacy (Beckman Coulter) y FACSAria 
II (BD Biosciences). La pureza fi nal de neutrófi los obtenida fue ≥ 95%.
Alternativamente, leucocitos totales de sangre fueron incubados con anticuer-
pos biotinilados anti-Ter119, B220, CD3, CD115, CD117, CD4, CD8, 
CD49b y F4/80. A continuación, el exceso de anticuerpo se eliminó median-
te lavado con PBS con 2 mM EDTA y 0,5% FBS (solución PEB, en adelante) 
y centrifugación (5 minutos a 4°C de temperatura y 160 g). A continuación, 
las células fueron incubadas con estreptavidina conjugada a bolas magnéticas 
(BD Biosciences) durante 30 minutos y resuspendidas en solución PEB para 
su unión a un imán magnético (BD Biosciences). La fracción no adherida al 
imán fue recogida y resuspendida en 1 ml de PEB. Este paso se repitió secuencial-
mente 3 veces. Las células no adheridas al imán al fi nal del proceso fueron recogi-
das y analizadas por citometría de fl ujo. Se obtuvieron unas purezas del 90 ± 2% 
en donantes WT y del 95 ± 1% en donantes PEdKO mediante este protocolo. 
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Tablas 2:  Anticuerpos, estreptavidinas y otras sondas fl uorescentes utilizadas para la identifi cación de células mediante cito-
metría de fl ujo. Los fl uorocromos acoplados a los anticuerpos de esta tabla se corresponden con isotiocianato de fl uoresceína 
(FITC), fi coeritrina (PE), alofi cocianina (APC), y los tándems alofi cocianina-cianina 7 (APC-Cy7) y fi coeritrina-cianina 7 (PE-Cy7). 
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3. ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO. IDENTI-
FICACIÓN DE POBLACIONES MIELOIDES Y PRO-
GENITORES HEMATOPOYÉTICOS
Para determinar la pureza de las células obtenidas o cuantifi car las poblacio-
nes de interés, las células fueron incubadas con el/los anticuerpo(s) específi cos 
durante 15 minutos a 4°C y protegidas de la luz. El exceso de anticuerpo fue 
eliminado mediante lavado de las células con 1 ml de solución PEB y centri-
fugación durante 5 minutos a 4°C.
En los marcajes en los que se emplearon anticuerpos biotinilados se proce-
dió a un lavado con PEB tras la incubación. A continuación, se procedió 
a la incubación con estreptavidinas conjugadas a fl uorocromos durante 15 
minutos a 4°C y protegidas de la luz. Tras el lavado del segundo marcaje, las 
células fueron resuspendidas en solución PEB con 4',6-diamino-2-fenilindol 
(DAPI) a una concentración fi nal 1x10-5 mg/ml y analizadas en el citómetro. 
Los análisis fueron realizados en un citómetro FACS Canto o LSR Fortessa II 
equipados con el software de adquisición DIVA (BD Biosciences). Los datos 
obtenidos se analizaron posteriormente utilizando software DIVA o FlowJo 
(TreeStar). Las células DAPI+ son células necróticas y fueron excluidas de los 
análisis en todos los experimentos. Los anticuerpos conjugados a fl uorocro-
mo, biotinilados, las estreptavidinas, así como otras sondas utilizadas para 
citometría de fl ujo se encuentran indicadas en la Tabla 2.
Para la identifi cación de células madre y progenitores hematopoyéticos (del inglés, 
hematopoietic stem and progenitor cells o HSPC) se incubaron las suspensiones 
de médula ósea con anticuerpos que reconocen antígenos de linajes hematopoyé-
ticos diferenciados: anti-CD3, B220, Ter11, Mac-1 y Gr1 (de ahora en adelante 
marcadores de linaje o LIN). A continuación, incubamos con anticuerpos anti- 
Sca-1 y anti-c-Kit. La población enriquecida en HSC se identifi có como LIN-
NEGSca1+c-Kit+ (LSK), mientras que los progenitores mieloides o MPs se identifi -
caron como LINNEGSca1NEGc-Kit+. Los precursores más maduros o “short-term” 
(ST-HSC), fueron identifi cados por la expresión de los anteriores marcadores y 
por un perfi l Th y1.2LOFlk2+, mientras que los más primitivos o “long-term” (LT-
HSC) se identifi can como LINNEGSca1+c-Kit+Th y1.2LOFlk2NEG.  Para la detec-
ción de HSPC en circulación, se purifi có la fracción mononuclear procedente 
de 250 μl de sangre mediante un gradiente (Lympholyte) y se incubó con los 
anticuerpos mencionados por citometría de fl ujo.
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Digestión de tejidos para análisis por citometría de fl ujo
En el análisis de poblaciones mieloides las células obtenidas de médula 
ósea, bazo, sangre, pulmón, hígado, piel, intestino grueso (colon), músculo 
esquelético y grasa epididimal, se marcaron con anticuerpos biotinilados o 
directamente conjugados con fl uorocromos. Previo al marcaje de células, los 
tejidos procedentes de piel, intestino grueso, músculo esquelético y grasa, 
fueron digeridos en HBSS 1x con liberasa 0,02 mg/ml (1U/ml) y DNAsa I 
(10-3U/ml) durante 30 minutos a 2 horas a 37°C. 
Para la purifi cación de neutrófi los de hígado o músculo esquelético, las célu-
las procedentes de la digestión fueron purifi cadas mediante Percoll al 36% y 
40%, respectivamente. Suspensiones celulares de médula ósea fueron incu-
badas con anticuerpos anti-Gr1, CD115 y F4/80 para la identifi cación de 
macrófagos. 
La identifi cación de células que expresan CXCL12 se realizó en tejidos de 
ratones Cxcl12Gfp previamente digeridos como se ha indicado anteriormente. 
Las células procedentes de la digestión se incubaron con anticuerpos bio-
tinilados anti-Ter119, CD31 y CD45. El exceso de anticuerpo se eliminó 
mediante lavado con solución PEB y centrifugación durante 5 minutos a 4°C 
de temperatura y 160g, y a continuación las células se incubaron con estrepta-
vidina conjugada con DyLight649. En médula ósea, la intensidad de fl uores-
cencia en el canal de la GFP fue utilizado para discriminar células productoras 
de CXCL12 (CXCL12-abundant reticular cells o CAR, CD45NEGTer119NE-
GCD31NEGGFPHI) de osteoblastos (CD45NEGTer119NEGCD31NEGGFPLOW). 
En el resto de tejidos no se encontraron niveles intermedios de GFP, por lo 
cual las poblaciones fueron clasifi cadas en dos grupos: endoteliales (CD31+G-
FP+ y CD31+GFPNEG) y no endoteliales (CD31NEGGFP+ y CD31NEGGFPNEG). 
En estos experimentos las células se marcaron con anticuerpos anti-CD45 
y Ter119 biotinilados, junto a CD31-APC y estreptavidina conjugada con 
APC-Cy7.
4. RECONSTITUCIÓN HEMATOPOYÉTICA POR 
TRANSPLANTE DE MÉDULA ÓSEA
Para reconstituir el sistema hematopoyético de ratones usamos células de-
rivadas tanto de sangre como de medula ósea. Volúmenes iguales de san-
gre procedente de donantes de variantes alélicas CD45.1 y CD45.2 (400 
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μl) fueron suplementados con 106 células de médula ósea procedente de un 
donante CD45.2 Tg-DsRed. La suspensión celular obtenida se inyectó por 
vía intravenosa en ratones recipientes. Como animales recipientes usamos ra-
tones CD45.2 Tg-DsRed de entre 8 y 12 semanas letalmente irradiados con 
dos dosis de 6,5 greys (Gy) separadas 3 horas entre sí (dosis total 13 Gy). 
Los ratones recipientes fueron sangrados cada 4 semanas para controlar la 
efi ciencia y frecuencias de reconstitución por citometría de fl ujo hasta la se-
mana 16. La actividad reconstitutiva de los grupos experimentales se evaluó 
comparando el número de leucocitos DsRedNEGCD45.1+ frente a leucocitos 
DsRedNEGCD45.2+ en la sangre de los ratones recipientes. En experimentos 
adicionales utilizamos animales WT Tg-DsRed y CD18―/― como donantes de 
médula ósea, donde una mezcla 1:1 de ambas médulas (2x106 células nuclea-
das totales, 106 células de cada donante) fue transferida en recipientes WT 
CD45.2 irradiados letalmente.   
5. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA
Para el análisis de los niveles de RNA mensajeros codifi cantes para genes de 
interés en las distintas poblaciones celulares se realizaron extracciones de RNA 
mensajero con el kit RNA Extraction RNeasy Plus Mini- o Micro-kit (Qia-
gen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente 1 μg del RNA 
obtenido se retrotranscribió a cDNA con los reactivos del kit High Capacity 
cDNA Reverse Transcription kit (Applied Byosistems). A continuación, el 
cDNA obtenido se utilizó para amplifi car por RT-qPCR (reverse transcrip-
tion quantitative polymerase chain reaction) con SYBR-Green PCR Master 
Mix (Applied Biosystems). Todos los ensayos de RT-qPCR se realizaron en un 
equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) y se ana-
lizaron con los software SDS (Applied Biosystems) y Biogazelle qbase PLUS 
(Biogazelle). Los resultados obtenidos se normalizaron a la expresión de Hprt 
y 36b4 en cada muestra. Las secuencias de los oligonucleótidos se muestran 
en la Tabla 3.
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6. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS MEDIANTE ELISA Y 
WESTERN BLOT
Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA)
Para determinar los niveles de CXCL12 en médula ósea, el fl uido extrace-
lular procedente de la médula (o BMEF, del inglés Bone Marrow Extracellular 
Fluid) de 2 fémures fue extraído mediante perfusión con 1 ml de PBS. Las 
muestras se centrifugaron a 4°C y 300 g durante 8 minutos y el sobrenadante 
(BMEF) fue recogido. Los BMEFs se diluyeron 1:5 en PBS 1x para su utili-
zación. 
Para la cuantifi cación de los niveles de G-CSF en plasma, se sangraron ani-
males en tubos recubiertos con EDTA. El plasma fue diluido 1:4 en PBS para 
su utilización. 
Los análisis se realizaron con kits comerciales disponibles para la cuantifi ca-
ción de CXCL12 y G-CSF (R&D Systems). Brevemente, placas de 96 poci-
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Tabla 3:  Secuencias de oligonucleótidos empleadas en los ensayos de RT-qPCR.
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llos fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal correspondiente disuelto 
en solución de alta unión (NaHCO3 0.1M en agua destilada, pH=8,6-8,9) 
durante 18 horas a 4°C. Los pocillos fueron lavados con PBS-Tween-20, an-
tes del bloqueo durante 1 hora con PBS/1% BSA (bovine serum albumin) 
/5% sucrosa/0,05% NaN
3
. Posteriormente las muestras de plasma o BME-
Fs se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras el lavado del 
bloqueo, las muestras se incubaron durante 2 horas con los anticuerpos bio-
tinilados correspondientes y se lavaron a continuación. Las muestras se incu-
baron con estreptavidina-HRP (horseradish peroxidase, peroxidasa de rábano) 
diluida a una concentración de 1 μg/ml en solución 0,05% Tween-20 en 
TBS (tris-buff ered saline) con 0,1% BSA. Tras los lavados se añadió el sustrato 
colorimétrico TMB (3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine, Sigma) y se incubó du-
rante 25 minutos con las muestras. La reacción fue detenida con la adición de 
HCl 1M. La absorbancia fue medida en un lector (BioRad xMark Microplate 
Spectophotometer) a 450 nm y los valores obtenidos a una absorbancia de 
570 nm substraídos antes del análisis de los anteriores. Rectas patrón obte-
nidas con las citoquinas recombinantes respectivas se analizaron en paralelo 
para el cálculo de los valores de las citoquinas ensayadas. A continuación, se 
incluye una tabla resumen (Tabla 4) con las citoquinas recombinantes y los 
anticuerpos para su detección mediante ELISA.
 Análisis de la expresión de proteína por western blot
Para determinar los niveles de expresión de las proteínas MCL1 y caspasa 
3 segmentada (cleaved caspase 3 ó cC3) se purifi caron neutrófi los de médula 
ósea y de sangre como se ha indicado previamente. La apoptosis de neutrófi -
los derivados de médula ósea se indujo incubando las células con 20 μM de 
R-(R)-Roscovitina (A.G. Scientifi c) durante 4 horas en RPMI con 10% FBS. 
Las poblaciones de neutrófi los Ly6G+CD62LLO y Ly6G+CD62LHI fueron pu-
rifi cadas por citometría de fl ujo y sorting o selección de células procedentes 
de la sangre de animales PEdKO tratados con AMD3100 (Tocris). 
Posteriormente, las células fueron lisadas en tampón RIPA que contenía 50 
mM Tris-Hcl pH=8,0;/150mM NaCl/1%Triton X-100/0,5%deoxycolato de 
sodio/0,1% SDS/1mM PMSF (Sigma) y cóctel inhibidor de proteasas (Sig-
ma). Las proteínas procedentes de 3x105 células fueron separadas por tamaño 
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Tabla 4:  Citoquinas recombinantes y anticuerpos utilizados para la detección por ELISA.
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por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. Tras la electroforesis, el gel 
se transfi rió a membranas de PVDF. Las membranas fueron incubadas 18 
horas con anticuerpos contra MCL-1 (clon S-19, Santa Cruz Biotechnology) 
a una dilución 1:100; contra cC3 (residuo Asp175) a una dilución 1:1000 
(clon 5A1E, Cell Signaling Technology). A continuación, se incubó con 
anticuerpo anti-inmunoglobulinas de conejo conjugado a peroxidasa a una 
dilución 1:300 (GE Healthcare Life Sciences). Las membranas fueron visua-
lizadas mediante el sistema de quimioluminiscencia Luminata Forte Western 
HRP Substrate (Millipore). Para la detección de ERK1/2, las membranas se 
lavaron con solución para la eliminación del anticuerpo unido e incubadas de 
nuevo con anticuerpos para la detección de MAPK fosfo-44/p42 (ERK1/2, 
clon 137F5, Cell Signaling Technology) a una dilución 1:1000. 
7. CULTIVOS CELULARES
Cultivo de progenitores hematopoyéticos ó CFU-C
La cuantifi cación de progenitores hematopoyéticos en sangre, médula ósea, 
bazo, hígado y pulmón se realizó mediante ensayos clonogénicos de unidades 
formadoras de colonias en cultivo o CFU-C (del inglés, colony-forming units 
in culture) en condiciones de esterilidad en cabina de fl ujo laminar. 
CFU-C en sangre
Para la purifi cación de progenitores hematopoyéticos se utilizaron 100 μl 
de sangre separados por gradiente de densidad en Lympholyte (Cedarlane 
Labs). La sangre fue resuspendida en 2 ml de medio RPMI con 2 mM de 
EDTA y 1%P/S y cuidadosamente transferida sobre 2 ml de Lympholyte sin 
que ambas fases se mezclaran. A continuación, se centrifugaron a temperatura 
ambiente sin freno y sin aceleración durante 25 minutos. La fracción mono-
nuclear se lavó dos veces en medio y se sembró en medio semisólido. Este 
medio consiste en: 1,25% metilcelulosa, 30% FBS, 1% BSA desionizado, 10-
4M 2-mercaptoetanol y medios condicionados en una concentración 12,7% 
v/v de las líneas celulares WEHI, HM-5 y BHK/MKL. Estos medios son la 
fuente de las citoquinas IL-3, GM-CSF y SCF, respectivamente, necesarias 
para el crecimiento de progenitores hematopoyéticos. El número de CFU-C 
se representó por volumen (ml) de sangre.
CFU-C en bazo
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Los bazos se disgregaron sobre fi ltros de nylon de 100 μm de poro en RPMI 
con 1% de P/S. Posteriormente, se realizó un lavado con medio completo 
(RPMI/10%FBS) y la suspensión celular se centrifugó a temperatura am-
biente 5 minutos a 160 g. Las células fueron resuspendidas en medio RPMI 
con antibióticos P/S y sólo el 1% de la suspensión celular se plaqueó en me-
tilcelulosa para evitar saturar el cultivo. El número total de CFU-C se refi rió 
al presente en la totalidad del bazo.
CFU-C en hígado
Los hígados se procesaron como se ha descrito anteriormente para los bazos. 
Un 5% del hígado total fue cargado sobre un gradiente de Percoll preparado 
al 36% para la eliminación completa de los hepatocitos. La fracción celular 
resultante de la purifi cación fue lavada en RPMI más 1% P/S y plaqueada en 
metilcelulosa. El número total de CFU-C se representó con respecto al total 
presente en la totalidad del hígado.
CFU-C en médula ósea
La médula ósea proveniente de los 2 fémures se extrajo por perfusión con 1 
ml de RPMI más 1%P/S. A continuación, se procedió a la lisis de eritrocitos 
con ácido acético al 6% en agua y se evaluó la celularidad con azul de tripán. 
El volumen de la suspensión celular de médula ósea correspondiente a 10.000 
células fue plaqueado en metilcelulosa. El número de CFU-C se representó 
con respecto al total presente en los dos fémures.
En todos los casos, las células fueron sembradas en duplicados en placas de 
cultivo de 35 mm (NUNC) e incubadas a 37°C en 5% de CO2. La cuanti-
fi cación de las CFU-C se realizó 6 ó 7 días después del sembrado utilizando 
un microscopio invertido. En el caso de la cuantifi cación de las colonias pro-
cedentes de animales transgénicos DsRed ó Gfp las colonias fueron contadas 
a día 8 ó 9 para una mejor visualización de la fl uorescencia endógena de las 
colonias.
8. PROCEDIMIENTOS QUIRÚRGICOS
Todos los procedimientos quirúrgicos se realizaron en ratones de 6-12 sema-
nas del mismo sexo y edad. Los ratones fueron previamente anestesiados con 
ketamina 7,5% y xilacina 5% (10 μl/g).
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Parabiosis
La parabiosis es el procedimiento experimental por el cual 2 organismos 
son conectados quirúrgicamente para permitir la anastomosis y compartición 
del sistema circulatorio. La generación de ratones parabiontes se realizó de 
acuerdo al protocolo previamente establecido (37). Brevemente, se rasuró el 
dorso lateral de los animales y se hicieron incisiones en la piel desde el ole-
cranon hasta la articulación de la rodilla de cada ratón (Figura Suplementaria 
Métodos 1). La fascia subcutánea fue retirada para crear una superfi cie de apro-
ximadamente 0,5 cm de piel libre. El olecranon y la articulación de la rodilla 
fueron cosidas con una sutura de polipropileno (calibre 5.0). La piel dorsal y 
ventral se cosieron con puntos continuos con sutura de seda (calibre 7.0). Los 
parabiontes recibieron una dosis única de fl unixina-meglumina como antiin-
fl amatorio (1 mg/kg, subcutáneo) y se dejaron recuperar en cabina de tempe-
ratura y pO
2
 controlados tras la operación. Un mes después de la cirugía, se 
extrajeron muestras de sangre y otros tejidos de cada pareja para el análisis de 
los niveles de leucocitos y de progenitores hematopoyéticos.
Esplenectomías
Para la extracción quirúrgica del bazo realizamos una pequeña incisión dor-
soventral por debajo del diafragma, ligeramente inclinada hacia el eje de la co-
lumna vertebral del animal donde el bazo se encuentra localizado. La incisión 
a esta altura permite la extracción y exposición del bazo, cuyos vasos aferente 
y eferente se ligan con sutura de seda (calibre 7.0). Una vez ligados ambos 
vasos se cortan los extremos proximales para liberar el órgano. Finalmente, el 
paquete muscular y la piel se sellan mediante una grapa. Un mes después de 
la cirugía, se analizaron los niveles de leucocitos y de progenitores hematopo-
yéticos en los animales operados.
A B
C
Figura Suplementaria Métodos 1: Procedimiento quirúrgico de parabiosis. 
A) Preparación de los animales tras la depilación del área donde se realiza la incisión. B) Incisión desde el olecranon hasta la 
articulación de la rodilla. C) Los parabiontes quedan unidos por la piel tras la sutura de la zona ventral y dorsal.
124
124Material y Métodos
Tras la cirugía las parejas de parabiontes y los animales esplenectomizados 
permanecieron en cámaras de recuperación (Individually ventilated Cages 
IVC Recovery Unit, Tecniplast) con temperatura constante a 37°C y ventila-
ción 18 horas, antes de ser devueltos a racks de estabulación convencionales.
9 ANÁLISIS HISTOLÓGICOS
Detección de neutrófi los por inmunofl uorescencia
Para la detección de neutrófi los se sacrifi caron animales WT ó LysMGfp me-
diante asfi xia con CO2 y se perfundieron con solución PEB. Se utilizaron 
muestras de tejidos fi jadas en PFA 4% durante 18 horas a 4°C y congeladas 
rápidamente en OCT Compound (Tissue Tek) en nitrógeno líquido, lo que 
permite preservar la estructura del tejido. Los tejidos se cortaron a 5 μm en 
criostato (Leica CM1850) y se conservaron a -80°C hasta su utilización.
Para la tinción por inmunofl uorescencia, las muestras fueron bloqueadas du-
rante 1 hora en PBS con 10% BSA y 2% suero de cabra. A continuación, 
las muestras fueron incubadas con anticuerpo de conejo anti-ratón para el 
antígeno laminina (dilución 1:300, Sigma) para la detección de la membrana 
basal y Ly6G-biotinilado (dilución 1:50), durante 1 hora a temperatura am-
biente. Tras lavar las muestras en PBS para eliminar el exceso de anticuerpo (3 
lavados de 5 minutos), se añadió el anticuerpo secundario anti-conejo conju-
gado con el fl uorocromo Alexa-Fluor635 (Life Technologies) y estreptavidina 
conjugada con Alexa546 (Invitrogen), ambos diluidos 1:500. Las preparacio-
nes fueron lavadas con PBS e incubadas con DAPI (1:1000) para la detección 
de núcleos. Finalmente, las muestras fueron montadas con Mowiol (Sigma).
Inmunofl uorescencia de macrófagos fagocíticos
Para identifi car los macrófagos que fagocitan neutrófi los en médula ósea, 
se utilizaron animales que habían permanecido en parabiosis durante 1 mes 
(parejas WT:Tg-DsRed, en los que se analizó el animal WT no fl uorescente 
y parejas Fut7−/−DsRed:Fut7−/− y Tg-DsRed:Fut7−/−). Mediante citometría de 
fl ujo se seleccionaron las poblaciones de macrófagos Gr1NEGF4/80+DsRed+ 
y DsRedNEG. De esta forma, la presencia de la proteína DsRed en el macró-
fago es indicativo de la fagocitosis activa de leucocitos rojos procedentes del 
compañero parabionte. Ambas poblaciones fueron recogidas por sorting de 
forma separada, fi jadas en 2% PFA y preparadas con medio de montaje para 
microscopía de fl uorescencia con DAPI (Vectashield, Vector Laboratories). 
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La adquisición de imágenes se realizó en el microscopio Zeiss Axiovert 200M 
y el software Axiovision (Zeiss) con un objetivo 40x de inmersión en aceite. 
En algunos experimentos, se realizó un cytospin o aplastado celular con la 
centrífuga Cytospin 4 Cytocentrifuge (Th ermo Scientifi c) y las células se mar-
caron con tinción Wright-Giemsa (Sigma).
Detección de células productoras de CXCL12 por inmu-
nofl uorescencia
Para la detección de células productoras de CXCL12 los tejidos se prepa-
raron como se ha destacado en apartado anterior. En este caso, los tejidos 
se cortaron a 8 μm en criostato (Leica CM1850) y se conservaron a -80°C 
hasta su utilización. Las muestras fueron bloqueadas como se ha mencionado 
anteriormente. A continuación, se incubaron las muestras con anticuerpo de 
rata anti-ratón para el antígeno CD31 (eBiosciences) durante 1 hora a tem-
peratura ambiente. Tras lavar las muestras, se añadió el anticuerpo secundario 
anti-rata conjugado con el fl uorocromo Alexa-Fluor546 (Invitrogen). Final-
mente, las muestras fueron montadas con Vectashield con DAPI y selladas 
con laca de uñas. 
 Para el marcaje de secciones de médula ósea femoral, se utilizaron animales 
Cxcl12Gfp previamente inyectados por vía venosa con neutrófi los DsRed pu-
rifi cados de médula ósea (3,5 x 106). Entre 6-8 horas después los animales 
fueron perfundidos con 2% PFA y tibia y fémures fueron fi jados durante 
18 horas en PFA a 4°C. A continuación, las muestras fueron rehidratadas en 
sucrosa al 30% durante 48 horas y congeladas en OCT. La médula femoral se 
cortó en criosecciones longitudinales de 5 μm de espesor utilizando criostato. 
Las secciones se bloquearon con PBS con 10% de suero de burro y el kit de 
bloqueo biotina/avidina (Vectashield) y posteriormente fueron marcadas con 
anticuerpos de rata anti-CD169 (Abcam), seguido de anticuerpo biotinila-
do anti-rata IgG y estreptavidina conjugada con el fl uorocromo DyLight649 
(Jackson Immunoresearch). 
Análisis mediante laser scanning cytometry
La técnica laser scanning cytometry permite estudiar múltiples parámetros 
relacionados con los valores de fl uorescencia de células individuales presentes 
en un tejido complejo tras tinción por inmunofl uorescencia (236). Además, 
permite establecer relaciones espaciales entre los distintos componentes celu-
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lares analizados y obtener datos cuantitativos de estas conexiones. 
Para ello, se empleó una plataforma de adquisición de imagen iCys Research 
Imaging Cytometer system (CompuCyte) equipada con 4 láseres (405, 488, 
561 y 633 nm) y 4 detectores con fi ltros 450/40, 521/15, 575/50 y 650/
LP. Las secciones se escanearon con un objetivo 10x y láser de 405 nm para 
obtener imágenes de baja resolución de los núcleos teñidos con DAPI y así 
obtener una imagen general de la médula ósea. En el siguiente análisis, las 
regiones de interés fueron escaneadas con un objetivo en seco 40x con una 
resolución espacial de 0,25 mm por cada sección para crear imágenes de alta 
resolución. El ajuste del voltaje de los detectores se realizó con controles sin 
marcar y de isotipo escaneados en paralelo. Las distancias entre neutrófi los y 
hueso, así como entre neutrófi los y macrófagos, se cuantifi caron utilizando el 
software iCys (CompuCyte). 
10. ENSAYOS DE MIGRACIÓN DE NEUTRÓFILOS Y 
CÉLULAS MADRE HEMATOPOYÉTICAS A TEJIDOS
Migración de neutrófi los a tejidos
Leucocitos procedentes de la sangre de donantes Tg-DsRed, Fut7―/― y MR4 
se prepararon como se ha descrito anteriormente. Las células de ratones ex-
perimentales y WT fueron mezcladas en las mismas proporciones e inyecta-
das por vía intravenosa en recipientes Tg-Gfp o LysMGfp. 3 horas después los 
animales fueron perfundidos con PEB para eliminar las células en circulación 
y se recogieron muestras de sangre (antes de la perfusión), hígado, bazo y 
médula ósea. Se prepararon suspensiones celulares de todos los órganos y 
las células se incubaron con el anticuerpo Ly6G (clon 1A8) conjugado con 
DyLight649 para su análisis por citometría de fl ujo. La mezcla transferida a 
los animales recipientes se usó como control para calcular el ratio esperado en 
los tejidos analizados. 
Migración de células madre hematopoyéticas a médula 
ósea (Homing)
Ratones WT control y previamente tratados con anti-Ly6G (1A8) fueron 
inyectados con 107 células totales de médula ósea (vía intravenosa) proceden-
tes de un donante Tg-DsRed. 2 horas después, los animales fueron sacrifi cados 
y las células de la médula ósea de los fémures se tiñeron con los anticuerpos 
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para la detección de células LSK por citometría de fl ujo. El número total de 
células LSK que habían migrado a médula ósea se obtuvo con el porcentaje 
obtenido en el citómetro corregido por la celularidad total de los 2 fémures.
Migración y fagocitosis de neutrófi los Ly6G+ CD62LLO y CD62LHI
Los neutrófi los CD62LLO y CD62LHI  fueron purifi cados de la sangre de 
animales PEdKO y WT tratados con AMD3100, respectivamente. Las célu-
las fueron marcadas con 10 μM 5(6)-Carboxyfl uoresceína diacetato N-suc-
cinimidil ester (CFSE; Invitrogen) a una concentración de 7,5 x 106 células/
ml en PBS-BSA al 0,1% durante 10 minutos a 37°C. Ratones WT fueron 
inyectados con la misma cantidad de neutrófi los CD62LLO y CD62LHI mar-
cados con CFSE y después de 4 horas los animales fueron sacrifi cados. A con-
tinuación, se prepararon suspensiones celulares de médula ósea y se marcaron 
con anticuerpos contra F4/80 y Gr-1 para su posterior análisis por citometría 
de fl ujo. Los neutrófi los que habían migrado a médula ósea se defi nieron 
como Gr-1HIF4/80LO/NEGCFSE+. Los macrófagos fueron identifi cados como 
Gr-1NEGF4/80+ y defi nidos como fagocíticos si presentaban una señal positiva 
para CFSE. Se utilizaron ratones no inyectados como control para defi nir las 
poblaciones de interés.
11. ENSAYOS DE DETECCIÓN DE NEUTRÓFILOS 
IN VIVO
Biotinilación in vivo 
El marcaje in vivo de neutrófi los se realizó en animales WT inyectados con 
1 mg de sulfo-NHS-biotina (Sigma) en PBS por vía intravenosa. 1 hora des-
pués se extrajo sangre de los recipientes y tras la lisis de eritrocitos, se incubó 
con anticuerpos anti-Ly6G y CD62L. Tras el lavado de las células con PEB 
durante 5 minutos a 4°C de temperatura y centrifugación a 160 g, se proce-
dió a un segundo marcaje con estreptavidina conjugada con el fl uorocromo 
Alexa450 antes del análisis por citometría de fl ujo.
Marcaje metabólico con 5-Br-deoxiUridina (BrdU)
Para el marcaje de precursores granulocíticos se empleó 5-Br-deoxiUridina 
(BrdU) un análogo del nucleótido timidina, a una dosis de 2.5 mg/ratón 
por vía intraperitoneal (BD Biosciences). Los animales fueron tratados ante-
riormente con anticuerpos bloqueantes de selectinas endoteliales P y E para 
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bloquear la extravasación de neutrófi los como se ha descrito anteriormente 
(Tabla 5). Muestras de sangre fueron extraídas a los tiempos indicados, lisadas e 
incubadas con los anticuerpos contra Ly6G y CD62L. A continuación, las cé-
lulas se fi jaron y permeabilizaron durante 15 minutos con las soluciones pro-
pias del kit BDPharmigen BrdU Flow Kit (BD). Tras el lavado de las células 
con la solución correspondiente del kit las células fueron tratadas con enzima 
DNAasa (300 μg/ml en DPBS 1 hora a 37°C) para exponer el BrdU incorpo-
rado al DNA. Finalmente las células fueron marcadas intracelularmente con 
el anticuerpo anti-BrdU conjugado con el fl uorocromo APC siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
12. ENSAYOS DE MOVILIZACIÓN DE HSPC Y 
BLOQUEO IN VIVO
Para la movilización de HSPC usamos los siguientes protocolos:
Con neutrófi los:
Neutrófi los derivados de médula ósea y/o sangre fueron inyectados intra-
venosamente en ratones WT y Fut7―/―  a ZT13 con las dosis indicadas. La 
sangre y los tejidos fueron recogidos a ZT1 y/o ZT5. 
Con AMD3100:
El AMD3100 es un antagonista del receptor CXCR4 que induce moviliza-
ción de HSPC y de neutrófi los (159). Para la movilización con AMD3100 
(Tocris), los animales fueron inyectados intraperitonealmente con una dosis 
de 2.5 mg/kg en PBS a ZT5 y la sangre fue recogida 1 hora después.
!"#$%&'()* +*,)-./- 0*1$1 2/-3-4,$"$1#(-%$5"
!"#"$%&'()* )+&,-$"## ))/,0&0)/")()!+) 5"7(%8' 9'%7(:"',0,
!"#"$%&'(); )+&,-$"## ))/,0&0)/")()!+) 5"7(%8' 9'%7(:"',0,
<=,? )+&,-$"## ))/,0&0)/")+') 5"7(%8' 9'%7(A"7&%,'"(#
BC* +C)+&,0$&"'$"0 ))/,0&0)/")+') 5"7(%8' 9'%7(A"7&%,'"(#
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Tabla 5:  Anticuerpos purifi cados para el bloqueo o la eliminación de células en ensayos in vivo.
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Con GW3965:
La administración del agonista de receptores nucleares LXR, GW3965 
(201), se realizó en animales ayunados 4 horas antes de la inyección intrape-
ritoneal del compuesto inyectado a ZT13 a una dosis de 10 mg/kg disuelto 
en 10% de DMSO y PBS. 
Con clodronato:
Animales WT fueron inyectados con 250 μl de liposomas cargados con 
clodronato (facilitados en colaboración con el Dr. Nico van Rooijen) a ZT15. 
La sangre fue recogida 14 horas después a ZT5 (149).
Con anticuerpo contra ICAM-1:
Animales WT, Fut7―/― y PEdKO fueron inyectados con 50 μg de rIgG o 
anticuerpo contra ICAM-1 a ZT5 y sangrados a ZT13 (mismo día) y a ZT5 
del día siguiente (es decir, 24h después del tratamiento, Tabla 5. En otros 
experimentos una única dosis de 100 μg de anticuerpo contra ICAM-1 fue 
utilizada manteniendo las mismas horas de recogida de sangre.
Con anticuerpo contra G-CSF:
Animales WT, Fut7―/― y PEdKO fueron inyectados con 50 μg de rIgG ó 
anticuerpo contra G-CSF en dos dosis espaciadas 24 horas entre sí a ZT17 
(Tabla 5). Los animales fueron sangrados al tercer día, a ZT5 y ZT13. 
Con αIL-17:
Para el bloqueo con el anticuerpo contra IL-17, ratones Fut7―/― fueron 
inyectados intravenosamente con una única dosis del anticuerpo bloqueante 
(Tabla 5). Los animales fueron sangrados al día siguiente a ZT5 y ZT13. 
En los experimentos en los que evaluamos fl uctuaciones circadianas de leu-
cocitos y HSPC, los mismos animales fueron sangrados a distintos tiempos, 
ZT5 y ZT13. En estos experimentos el análisis estadístico es pareado. Los 
niveles de leucocitos en sangre fueron medidos en el contador hematológico 
Abacus (Diatron) perteneciente a la Unidad del Animalario del CNIC. En la 
Tabla 5 se recoge una tabla resumen de los anticuerpos utilizados in vivo para 
el bloqueo o la eliminación de las células de interés.
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13. ELIMINACIÓN DE CÉLULAS IN VIVO
Para la inducir la eliminación de neutrófi los en circulación se utilizaron 50 
μg de anticuerpo anti-Ly6G (clon 1A8) inyectados intraperitonealmente du-
rante 2 días consecutivos (Tabla 5). Este protocolo redujo un 90% el número 
de neutrófi los en circulación (637 ± 41 en el grupo control, frente a 55±12 
neutrófi los/μl en el grupo tratado con el anticuerpo). Los niveles de linfocitos 
y monocitos en sangre así como los niveles de macrófagos y neutrófi los en 
médula ósea, no se vieron afectados por este tratamiento. La eliminación de 
linfocitos CD4+ se realizó siguiente el mismo protocolo descrito para neu-
trófi los usando un anticuerpo contra CD4 (clon GK1.5), alcanzando una 
reducción del 65% de linfocitos en circulación (2108 ± 297 grupo control 
frente a 717 ± 85 células/μl grupo tratado con anti-CD4).
Para la eliminación de macrófagos de médula ósea, 100-150 μl de liposomas 
cargados con clodronato fueron inyectados por vía intravenosa 10 días antes 
de realizar el experimento. La efi ciencia del tratamiento fue confi rmada por 
citometría de fl ujo a día 11. En los experimentos de parabiosis, los animales 
fueron analizados 5 días después de la inyección.
Para eliminar macrófagos que expresan la sialoadhesina CD169, usamos ra-
tones que expresan el receptor de la difteria tóxica humana bajo el promotor 
del gen Siglec-1 codifi cante para CD169. Estos ratones fueron tratados con 
difteria tóxica a una dosis de 10 mg/kg por vía intraperitoneal, 48 horas antes 
del análisis. El tratamiento indujo la eliminación específi ca de macrófagos de 
médula ósea sin afectar otras poblaciones mieloides en este tejido. 
14. ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN DE CÉLULAS 
CXCL12-GFP+
Para los ensayos de proliferación de células que producen CXCL12 se in-
yectó BrdU diluido en PBS intraperitonealmente (2.5 mg/ratón) en ratones 
Cxcl12Gfp previamente tratados con anticuerpo anti-Ly6G siguiendo el proto-
colo indicado (Tabla 5). Los huesos y la médula ósea se digirieron con liberasa/
DNAsa I y las células obtenidas se analizaron para la incorporación de BrdU 
por citometría de fl ujo como se ha indicado anteriormente. Las células pro-
ductoras de CXCL12 en ciclo se identifi caron como BrdU+.
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15. MICROSCOPÍA INTRAVITAL DE MÉDULA ÓSEA 
EN CALVARIA
Microscopía intravital de epifl uorescencia
Los ratones experimentales se prepararon para la adquisición de imágenes 
de la médula ósea de calvaria mediante microscopía de fl uorescencia multica-
nal como se ha descrito previamente (237). Brevemente, los animales fueron 
anestesiados con ketamina/xilacina y se realizó una incisión de aproxima-
damente 1 cm en la región superior del cráneo. A continuación, se colocó 
un adaptador de plástico circular para separar la piel y mantener el área de 
imagen expuesta y húmeda con suero fi siológico durante toda la duración 
del procedimiento. Los bordes de este adaptador y la piel del cráneo fueron 
sellados con vaselina. Las imágenes fueron adquiridas con un microscopio 
Axio Examiner (Zeiss) equipado con una cámara Coolsnap HQ2 y anali-
zadas con el software Slide Book (Intelligent Imaging Innovations). 5x106 
de promielocíticas 32D fueron marcadas con CFSE e inyectadas en ratones 
recipientes control o cuyos neutrófi los habían sido eliminados de circulación 
(tratamiento con anti-Ly6G) como se ha indicado anteriormente (Tabla 5). 
Esperamos 4 horas antes de la adquisición de imágenes para asegurar una mi-
gración efi ciente de las células a médula ósea. Para la visualización de los vasos 
sanguíneos se inyectó rodamina 6G (10 μg/ratón, Sigma). Inmediatamente 
después, se cuantifi có el número de células 32D adheridas a los sinusoides por 
campo de visión.
Microscopía intravital multifotón 
Animales Cxcl12Gfp fueron anestesiados e inmovilizados para la adquisición 
de imágenes en calvaria usando un microscopio Zeiss LSM780 (Zeiss). 30 
minutos antes de la adquisición de imágenes los animales fueron inyectados 
con 2-5x106 neutrófi los DsRed+ derivados de sangre y/o médula ósea. 50 μg 
de dextrano conjugado con el fl uorocromo Alexa647 (10kDa, Invitrogen) se 
inyectaron intravenosamente para permitir la visualización inicial de la vas-
culatura. Pasados 30 minutos el dextrano permite la visualización de macró-
fagos ya que es activamente eliminado por estas células. Áreas enriquecidas 
en células que expresan niveles altos de CXCL12 (células CAR) y macrófagos 
(dextrano positivas) fueron seleccionadas para la adquisición de imágenes. En 
otro grupo de experimentos, células 32D fueron marcadas con Vibrant DiD 
(Invitrogen) e inyectadas intravenosamente junto con dextrano conjugado 
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con el fl uorocromo TRITC (70 kDa, Sigma). La señal procedente del láser 
segundo harmónico (Ti:Sapphire láser, Spectra-Physics Mai Tai Deep Sea) se 
utilizó para la detección de fi bras de colágeno como se ha descrito anterior-
mente (238). 
16. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS
Los datos recogidos en los experimentos se han representado como valores 
medios ± error estándar de la media. Todos los parámetros analizados siguen 
distribuciones normales según el análisis efectuado con el test D'Agosti-
no-Pearson. El test para el análisis multivariante ANOVA y el test de Dunnett 
se utilizaron para comparaciones de más de 2 grupos, y el test t de Student 
pareado o no pareado, cuando el análisis se realizó entre 2 grupos. Todos los 
análisis estadísticos se llevaron a cabo con el software Excel o GraphPad. El 
nivel de signifi cancia estadística (*) se estableció en p ≤ 0,05. P valores p ≤ 
0,01 (**) y p ≤ 0,001 (***), así como diferencias no signifi cativas (n.s.) apare-
cen indicados en los pies de fi gura según corresponda. 
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ANEXO I: ABREVIATURAS
M.O   Médula ósea
CD  Clúster de diferenciación
HSPC   Célula madre y progenitor hematopoyético
MSC   Célula madre mesenquimal
ELISA  Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas
DAPI   4',6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato 
FBS   Suero fetal bovino
BSA   Albúmina de suero bovino
GFP   Proteína verde fl uorescente
DNA   Ácido dexosirribonucleico
IL   Interleuquina
PMN     Leucocito polimorfonuclear
PBS   Tampón fosfato alcalino
PCR  Reacción en cadena de la polimerasa
RT-PCR  PCR inversa
RT-qPCR  PCR cuantitativa a tiempo real
SDS   Sulfato dodecyl de sodio
TNF   Factor de necrosis tumoral
ROS  Especies reactivas de oxígeno
LXR  Receptores X hepáticos
ABCA  Proteína transportadora de la familia de unión a ATP tipo cassette
MERTK Proteína quinasa tirosina MER
LPS  Lipopolisacárido
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TAM  Familia de los receptores Axl, Tyro-3 y Mer
TLR  Familia de los receptores TLR, Toll-like receptors
PRR  Familia de los receptores PRR, Pattern-recognition receptors
DAMP Patrones moleculares asociados a peligro, 
  Danger-associated molecular patterns
MFGE-8 Milk fat globule-EGF factor 8
CXCR  Receptor de quimioquina tipo CXC
CXCL  Ligando de quimioquina tipo CXC
DMSO Dimetil sulfóxido
RPMI  Medio de cultivo celular desarrollado en 
  Roswell Park Memorial Institute
HRP  Peroxidasa de rábano
WB  Western-blot
IHQ  Inmunohistoquímica
PFA  Paraformaldehído
Ig  Inmunoglobulina
NHS  N-hidroxisuccinimida
BrdU  5-bromo-2-desoxiuridina
CFU-C Unidades formadoras de colonias en cultivo
ZT  Zeitgeber time, tiempo tras un determinado estímulo
CFSE   5(6)-Carboxyfl uoresceína diacetato N-succinimidil ester
TGF  Factor de crecimiento tumoral
G-CSF  Factor estimulador de colonias de granulocitos
GM-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos
SCF  Factor de células madre
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